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ADITIVOS NA ALIMENTAGAO DE FRANGOS DE CORTE: DESEMPENHO,
CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS E FUNCIONAIS

Resumo - Acidos organicos e probidticos sdo considerados aditivos
alternativos aos antibidticos promotores de crescimento (APC), e tém demonstrado
contribuir no desempenho das aves e ter efeito positivo na morfometria do intestino.
Dois experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito da adicdo de dois
probioticos (Paenibacillus sp. e Bacillus subtilis) e acido citrico no desempenho,
morfometria intestinal, hepatica e pancreatica e atividade de enzimas pancreaticas.
Para os dois experimentos, foram utilizados 400 pintinhos machos Ross 308
distribuidos em 20 boxes com cama reutilizada e alimentados com dieta a base de
milho e farelo de soja (DB) contendo salinomicina. Os cinco tratamentos utilizados no
primeiro experimento foram, dieta basal sem aditivos (DB) como controle negativo,
dieta DB com lincomicina como controle positivo e dietas com 30, 45 e 60 ppm do
probiotico Paenibacillus sp. Os mesmos controles positivo e negativo utilizados no
primeiro experimento foram usados no segundo experimento com trés outros
tratamentos como resultado da adigdo de acido citrico, Paenibacillus sp. e Bacillus
subtilis (GalliPro®). Em ambos experimentos, ganho de peso (GP), consumo de ragéo
(CR), e conversao alimentar (CA) foram avaliados durante a fase inicial (1-21 d),
crescimento (22 a 35 d), e final (36 a 42 d) e durante todo fase de criagdo (1a42de
1a49d). Aos 14, 28 e 42 dias, amostra de intestino de uma ave por box foi coletada
para avaliar o comprimento, largura e densidade das vilosidades e numero de células
caliciformes do duodeno, jejuno e ileo, assim como o numero das células de Kupffer
do figado, acinos serosos e ilhotas pancreaticas. Aos 28 e 42 dias de idade foram
avaliadas a atividade da amilase, tripsina e quimotripsina do pancreas. No primeiro
experimento, os dados foram analisados em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com analise de regressao dos niveis do probidtico Paenibacillus sp.
e contrastes ortogonais com o controle positivo e negativo. Dados do segundo
experimento foram analisados num delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
contrastes ortogonais contra o controle positivo e negativo, respectivamente. No
primeiro experimento, ndo houve efeito (P>0,05) da inclusdo dos niveis do probidtico
Paenibacillus sp. sobre GP, CR, CA e V em todas as fases avaliadas e fases inteiras

de criagao, exceto para a conversao alimentar que melhorou linearmente (P<0,05) na



fase final de criagdo. N&o se observou diferenga (P>0,05) entre os niveis do probidtico
Paenibacillus sp. sobre o controle negativo e positivo entre os tratamentos. Na
morfometria intestinal, ndo houve efeitos dos tratamentos no comprimento das
vilosidades. No entanto, os niveis do probidtico Paenibacillus sp. aumentaram
linearmente a largura das vilosidades aos 14 dias, n&o obstante, decresceu aos 28
dias, e a densidade dos vilos aumentou aos 28 e 42 dias de idade. Os niveis de
Paenibacillus sp. apresentaram efeito quadratico sobre o numero de células
caliciformes em todas as fases de criacdo. A amilase pancreatica foi a Unica enzima
que apresentou efeito (P<0,05) sobre os niveis de Paenibacillus sp. aos 28 e 42 dias
de idade. No segundo experimento, ndo houve efeitos significativos (P>0,05) entre os
tratamentos para o ganho de peso, consumo de ragao e conversao alimentar em todas
as fases avaliadas nem durante o periodo total de criagdo, exceto para conversao
alimentar na fase final que foi maior (P<0,05) no controle positivo em relagdo ao
controle negativo. A morfometria das vilosidades foi afetada (P<0,05) pelos
tratamentos durante a fase inicial. Frangos de corte alimentados com dieta contendo
Paenibacillus sp. tiveram maior largura de vilosidades que o controle positivo. O
comprimento das vilosidades foi menor em aves tratadas com Paenibacillus sp. e
acido citrico. Os frangos tratados com acido citrico tiveram maior numero de células
caliciformes no duodeno e jejuno aos 14 e 28 dias de idade. Os tratamentos nao
influenciaram (P>0,05) a atividade enzimatica do pancreas. Baseados nos resultados,
pode-se concluir que os aditivos nutricionais avaliados nao afetaram o desempenho
de frangos de corte, contudo, eles influenciam na morfometria do intestino, figado e

pancreas.

Palavras-chave: &acido organico, antibidtico, células caliciformes, enzimas

pancreaticas e probioticos



ADDITIVE IN BROILER FEED: EFFECTS ON PERFORMANCE, MORPHOMETRIC
AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS

Summary - Acidifiers and probiotics are considered alternative feed additives
(FA) for growth promotant antibiotics, and these FA have been shown to improve
broiler performance and affect gut morphometrics. Two experiments were conducted
to evaluate the effects of the dietary addition of two probiotics (Paenibacillus sp. and
Bacillus subtilis) and citric acid on broiler performance, intestinal, pancreatic and
hepatic morphometrics and pancreatic enzyme activity. For both experiments, four
hundred d-old male Ross 308 chicks were placed in 20 floor pens with reused litter and
fed common corn-soybean basal diets (BD) that contained salinomycin. The five
dietary treatments utilized in the first experiment resulted from using the BD without
feed additives (WFA) as a negative control, adding a growth promotant antibiotic
(lincomycin) as a positive control, and adding Paenibacillus sp. at 30, 45 and 60 ppm.
The same positive and negative controls were used in the second experiment with
three other dietary treatments resulting from the addition of citric acid, Paenibacillus
sp. and Bacillus subtilis (GalliPro®) to the BD. In both experiments, BW, feed intake
(F1) and FCR corrected for mortality were evaluated at the starter (1-21d), grower (22-
35d) and finisher (36-42d) phases and the whole grow out. At 14, 28 and 42d intestinal
samples of one chicken per pen were collected to evaluate villi height, density and
width and goblet cells in the duodenum, jejunum and ileum. At 28 and 42d of age,
pancreatic amylase, trypsin and chymotrypsin activities were evaluated. In the first
experiment, data were analyzed in a CRD with regression analyses of Paenibacillus
sp. levels and orthogonal contrasts with positive and negative controls. Data in the
second experiment were analyzed in a CRD with orthogonal contrasts against the
positive control. In the first experiment, no significant effects (P>0.05) of Paenibacillus
sp. inclusion levels were observed on BWG, Fl or FCR in all phases evaluated or the
whole grow out, except for a linear (P<0.05) improvement of FCR in the finisher phase.
No significant differences (P>0.05) were observed between probiotic levels and the
negative and positive control groups. In gut morphometrics, no effects of treatments
were detected on villi height. However, as Paenibacillus sp. levels increased villi width
linearly decreased at 14 and 28d, and villi density increased at 28 and 42d. The

Paenibacillus sp. levels had a quadratic effect on goblet cell numbers in all sections



and age periods assessed. Amylase activity was the only pancreatic enzyme affected
(P<0.05) by Paenibacillus sp. levels at 28 and 42d. Results from the second
experiment included that no significant effects (P>0.05) of treatments were observed
on BWG, Fl or FCR in all phases evaluated or the whole grow out, except that FCR in
the finisher phase was better (P<0.05) in the PC than the NC. Villi morphometrics were
affected (P<0.05) by treatments during the starter phase. Broilers fed diets containing
Paenibacillus sp. had wider villi than broilers from the PC. Villi height was decreased
by Paenibacillus sp. and citric acid. Citric acid increased the number of goblet cells in
the duodenum and jejunum at 14 and 28d. Treatments did not affect (P>0.05)
pancreatic enzyme activity. Based on these results, it was concluded that the FA
evaluated did not impact broiler performance; however, they did influence gut, liver,

and pancreatic morphometrics.

Keywords: organic acid, antibiotic, goblet cells, pancreatic enzymes and probiotic
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CAPIiTULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

Introducgao

O Brasil foi o maior exportador, e, terceiro maior produtor de frango de corte em
nivel mundial. A produgao de frango de corte brasileira contribuiu com mais de 12,645
milhdes de toneladas no ano de 2012 (UBABEF, 2013). Para alcangar estes
resultados a industria avicola tem se desenvolvido em varias areas como a nutri¢ao,
genética, sanidade e ambiente. Junto com estes progressos vieram novos desafios
como maiores densidades de aves por m?, reutilizagdo de cama e problemas de salude
(DEKICH, 1998; DUDLEY-CASH, 2001).

Os antibidticos sdo amplamente utilizados na produgdo animal com fins
veterinarios no controle de doengas infecciosas. Além de combater os patdégenos,
também melhoram o desempenho do animal (DOCIC et al., 2003). O incremento do
uso de antibioticos esta relacionado com a disponibilidade e preco, este ultimo tem
diminuido ao longo do tempo (R$97/t) segundo (CROMWELL, 2002). O uso
prolongado de antibioticos na produgédo animal contribui para a selegdo de micro-
organismos resistentes (KHACHATOURIANS,1998; TEUBER, 1999 e HOLSTROM et
al., 2003). A possibilidade dos antibiéticos serem banidos como aditivos promotores
de crescimento nos frangos de corte aumenta a demanda de pesquisas para
determinar alternativas ao uso dessas drogas, como probioticos, prebidticos, acidos
organicos e extratos de plantas (HOUSHMAND et al., 2011; YANG et al., 2009). As
respostas a esses aditivos variam amplamente de acordo com o manejo e condigdes
ambientais. Para tornar-se uma alternativa viavel, o melhorador de desempenho deve
produzir os mesmos ou melhores beneficios que os antibidticos promotores de

crescimento (APC).

Os probidticos sdo micro-organismos benéficos fornecidos na ragado das aves
para favorecer o equilibrio da microbiota intestinal. Esses probidticos sao bactérias
naturais do intestino, as quais, apés ingestdo em doses efetivas, sdo capazes de se
estabelecer ou mesmo colonizar o trato digestério e manter ou aumentar a biota
natural, prevenindo a colonizagdo de organismos patogénicos e assegurando melhor

utilizacao dos alimentos (VANBELLE et al.,1990). Os probioticos apresentam-se nao



sO como substitutos, mas como alternativa aos antibiéticos promotores de crescimento
(MACARI e FURLAN, 2005).

REVISAO DA LITERATURA
Trato gastrintestinal em aves
Histomorfometria do intestino delgado

O trato gastrintestinal € uma estrutura complexa que atua na digestdo e
absorcao de nutrientes como também prevé a protecédo contra patdégenos estranhos
que entram no organismo através de fontes de alimento exdgenas (BAYER et al.,
1974). O intestino delgado possui fungao importante na digestdo e absorgcao de
nutrientes e na saude geral das aves. O duodeno é a segdo que segue caudamente a
superficie direita da moela e forma uma curva fechada em forma de ‘U’ até a jungao
duodenojejunal. O jejuno € a secgao que apresenta espirais frouxas ao longo da borda
do mesentério e se estende até o ileo. O ileo é o segmento se estende a partir da
presenca dos cecos até a juncédo ileo cecocdlica. A fisiologia do intestino varia ao

longo do intestino delgado e grosso.

O alimento é digerido no lumen do intestino delgado por enzimas pancreaticas,
da parede intestinal e secrecdes biliares do figado, os nutrientes sdo absorvidos
principalmente através da mucosa (TURK, 1982). A mucosa é formada por numerosas
projecoes. Estas estruturas sdo denominadas vilosidades, cuja base apresenta
invaginagdes chamadas de criptas (de Lieberkhun). O comprimento das vilosidades
incrementa a area superficial no intestino (COATES et al., 1954). Overton e Shoup
(1964) e Uni et al. (1995) observaram o tamanho das vilosidades e microvilosidades,
bem como as invaginagbes das mesmas, Coates et al. (1954) e Izat et al. (1989),
aumentam a area superficial da mucosa intestinal, o que favorece a digestdo e
absorgdo de nutrientes. Na base das vilosidades estdo as criptas intestinais (de
Lieberkuhn) em que ha proliferagao de células, que, posteriormente, migram para as
vilosidades (TURK, 1982). As criptas consistem em células absortivas, caliciformes e

regenerativas que atlam na regeneragao das células intestinais (SOLIS et al., 2005).



As células maduras do intestino delgado ocupam a extremidade da vilosidade,
enquanto que as imaturas estdao na base das vilosidades, proximo as criptas. As
células imaturas proliferam e migram para a extremidade das vilosidades, onde
amadurecem, e depois sdo reabsorvidas ou descartadas para o lumen. De um modo
geral, na maioria dos animais este processo leva entre 3 a 6 dias. Essa alta taxa de
proliferacdo e renovacgao é regulada pela disponibilidade de nutrientes, pela gastrina,
pelo hormodnio de crescimento, microbiota bacteriana e atividade neuro regulatéria. No
entanto, a presenga do alimento através do trato gastrintestinal parece ser o principal
estimulo regulatorio dessa resposta, e, que afetar os sistemas de regulagdo antes
mencionados (WILMORE, 1997).

No revestimento da superficie externa das vilosidades estdo pequenas
estruturas arredondadas chamadas de células caliciformes. No interior destas células
estdo os granulos de mucina. Geyra et al. (2001) mostraram que a mucina proporciona
revestimento protetor da mucosa para as vilosidades, desta forma, melhora a
absorcdo e digestdo de nutrientes. As células caliciformes produzem
mucopolissacarideos que sao secretados dentro de uma camada que cobre o vilo e é
relacionada com a lubrificagcdo durante a passagem do quilo (MORAN, 1985).
Recentemente foi considerada a mucina uma segunda fungao, como fonte nutritiva
para a microbiota bacteriana residente (APAJALAHTI, 2005).

Vilosidades

A superficie interior do intestino €& coberta por epitélio colunar, e, exibe
invaginagdes conhecidas como criptas de Lieberkuhn. S&o projegdes semelhantes a
dedos chamadas de vilosidades que aumentam exponencialmente a area exposta ao
lumen onde se encontra o alimento, bactérias e outros elementos. Elas podem ser
cOnicas, projecbes semelhantes a dedos (duodeno) ou podem ser dobras

semelhantes a folhas curtas, como no ileo ou reto (RAMANOFF, 1960).

Nos pintainhos o intestino apresenta a formacédo de cristas que comecga a

desenvolver com a delimitagdo das dobras seguida de padrdes longitudinais em forma



de zigue-zague, emergindo na parede da mucosa em torno de 11-15 dias apds
incubacdo (BOHORQUEZ, 2011). Uma semana antes da eclosdo o intestino,
especialmente a camada das células do epitélio, a estrutura dos vilos do embrido sofre
alteragao morfolégica muito rapida (BURGUESS, 1975; BLACK, 1978).

Células caliciformes

Estas células caracterizam-se pela presenga de nucleo oval na regido basal e
por numerosos e desenvolvidos granulos de secreg¢ao na regido apical. A superficie
das vilosidades é recoberta por muco produzido pelas células caliciformes. Nestas
ultimas, as goticulas de mucina, que consistem em proteinas altamente glicosiladas e

ricas em calcio, s&o os locais de armazenamento dos principais produtos de secrecéo.

As proteinas da mucina tem em comum alto teor de serina e treonina ligados a
glicanos que podem tornar-se mais de 50% da sua massa molecular. Estas séo
importantes na protecdo das vilosidades contra produtos quimicos e micro-
organismos nocivos, transportadora e seletivas e seu desenvolvimento € influenciado
pelo tempo de jejum ao qual a ave recém-eclodida é submetida. Aos 20 dias de
incubacéo a largura das vilosidades apresentavam aproximadamente 70% do total da

populacao de vilos (UNI et al., 2003).

De acordo com o tipo de segmento do intestino delgado e da superficie da
vilosidade ha um numero proporcional de células caliciformes. A concentracdo de
células caliciformes por vilo no duodeno, jejuno e ileo é incrementada ligeiramente no
periodo do 18° ao 20° dia de incubagao. Depois do dia 20°, ha significativo aumento
na populagao dessas células do jejuno e ileo, o0 que resulta em proporcional produgao
de mucina (UNI et al., 2003).

Morfometria do figado

O figado é a maior glandula do corpo, com propriedades enddcrinas e exdcrina.

Possui lobos direito e esquerdo que se unem na linha média. O lobo esquerdo é



normalmente menor do que o lobo direito na regido de unido entre os lobos os quais
estdo em contato dorsalmente com o eséfago, estbmago glandular, baco, jejuno e
duodeno, e com o testiculo direito, no macho, e o ovario, na fémea em postura. A
parte cranial do estomago muscular esta em contato com as faces viscerais dos lobos
hepaticos. Os ductos biliares e os vasos sanguineos penetram no figado em uma
fissura transversal da face visceral do figado (CUNNINGHAM, 2004).

O figado também ¢é essencial para o armazenamento de glicogénio,
desintoxicagao de drogas, controle do metabolismo, regulagéo da sintese e transporte
de colesterol, metabolismo da uréia, e secrecdo de uma ampla variedade de proteinas
plasmaticas (ITOH et al., 2011).

Célula de Kupffer

O figado é o unico 6rgao que presenta um sistema imune, as células de Kupffer,
que correspondem a maior populacdo de macrofagos no organismo e as células
natural killer hepaticas (SEKI et al., 2000). Essas células formam a maior parte do
reticulo endotelial ou sistema fagdcito mononuclear (GANDHI, 2011). Devido a sua
localizagéo topoldgica nos sinusoides hepaticos, que representa a primeira linha de
defesa, apresenta papel essencial ndo s6 na defesa do hospedeiro, como também
nos mecanismos compensatérios para a manutengéo da homesostase (NAITO et al.,
2004).

Morfometria do pancreas

O pancreas € uma glandula finamente nodular composta de tecido exdécrino
(80% da massa total), dutos, vasos, nervos e tecido conjuntivo (18% da massa total)
e tecido enddcrino, as ilhotas pancreaticas (2% do total da massa) (GLASGOW,
2008). O pancreas de frangos tem maior porcentagem de células exdécrinas (98,5 —
99% do peso fresco) que o pancreas dos mamiferos (80% peso fresco), e tem
secregbes de amilase mais ricas que os mamiferos (HARADA et al., 1982;
HAZELWOOQOD, 1986; PUBOLS, 1991, citado por MEACHAM e JOHNSON, 2003).



A fungao enddcrina esta relacionada com a secrecao de varios horménios como
insulina, fator de crescimento, angiotensinogénio e trombopoietina, enquanto a
exocrina relaciona-se com a produgao e secreg¢ao de bile, e tem muitas funcdes
metabdlicas como, metabolismo de aminoacidos, lipideos e hidratos de carbono,
sinteses de proteina de soro, a desintoxicagdao de compostos xenobidticos, regulagao
imune, etc., importantes para a homeostase (SI-TAYEB et al., 2010; ITOH et al., 2011).

Acinos serosos

E a porcdo exdcrina e produz principalmente enzimas, como a amilase, lipase,
tripsina e quimotripsina. As enzimas encontram-se armazenadas e inativas no
pancreas e sdo ativadas apos a secre¢cdo da enzima enteroquinase pelo epitélio
duodenal, esta enteroquinase hidrolisa o tripsinogénio na forma ativa, a tripsina, que
sua vez torna ativas outras pro-enzimas Glasgow (2008), que sao transportadas para

o duodeno através do ducto pancreatico e estdo relacionadas com a digestao.

llhotas pancreaticas (Langerhans)

A porcao enddcrina do pancreas (ilhotas de Langerhans) produz hormonios
como a insulina e glucagon que regulam os niveis de glicose no sangue. Estas ilhotas
sdo compostas por quatro tipos de células enddcrinas: as células alfa (5-20% do
volume das ilhotas), que produzem glucagon, as células beta (50-80% do total do
volume das ilhotas) que produzem insulina, as células PP (10-35% do volume das
ilhotas) que produzem polipeptidio pancreatico e as células delta (menos do 5% do
volume das ilhotas) que produz somastotatina. A organizagao destas células dentro
da ilhota segue um padrao especifico, as células alfa que se localizam na periferia, as
células beta que se localizam no centro (nucleo) e as células delta distribuidas na
interface das células alfa e beta (GLASGOW, 2008).



Atividade enzimatica do pancreas

As enzimas desempenham papel importante na quebra de nutrientes
(MURRAY et al., 2003). Enzimas digestivas sdo secretadas no trato gastrintestinal de
animais e seres humanos principalmente do estdbmago, intestino delgado e intestino
grosso. O pancreas é a maior fonte de protease no sistema digestivo para a digestéao
e ingestdo de proteinas. As principais enzimas pancreaticas sao amilase, lipase e
tripsina, que sao responsaveis pela digestdo de carboidratos, triglicéridos e
polipeptideos, respectivamente. Whitcomb e Lowe (2007) relataram que em humanos
as proteases primarias sédo sintetizadas como pré-enzimas inativas (zymogénios) e
inclui trés formas de tripsina: quimotripsina A e B, proelastase, procarboxypeptidase,
A1, A2, B1, B2, e outras proteases, embora a natureza exata das enzimas humanas

em comparagao com enzimas de origem animal ndo tenha sido totalmente elucidada.

A tripsina € a mais importante de todas as enzimas digestivas porque atua na
regulagdo das outras enzimas digestivas, € cerca de 19% da proteina no suco
pancreatico e a mais abundante das enzimas pancreaticas (WHITCOMB e LOWE,
2007). A quimotripsina é a segunda protease mais abundante com cerca de 9% do
total da proteina do suco pancreatico (WHITCOMB e LOWE, 2007). A lipoproteina
lipase reside nas paredes dos capilares de muitos tecidos, sendo ativada para
hidrolisar quilomicrons (formados no epitélio intestinal) e lipoproteinas de baixa
densidade (produzido no figado) em monoglicéridos, acidos graxos livres e
lipoproteinas de densidade média (ECKEL, 1989).

Em aves, as enzimas sdo dependentes da dieta e idade. lkeno e lkeno (1991),
relataram a atividade da amilase tdo cedo como aos seis dias de incubagdo. Um
aumento gradual da atividade da amilase a partir de dia 17 para o dia 2 pos-
nascimento foi descrito por (MARCHAIM e KULKA, 1967). NITSAN et al. (1991),
observaram diminuicdo da atividade da amilasica do dia 5° pds-nascimento com
aumento até o platd no 8° dia apds o nascimento. Noy e Sklan (1995), relataram
aumento gradual da amilase pancreatica, lipase e tripsina de 4 a 21 dias pos-
nascimento. A atividade da tripsina no pancreas comega a diminuir durante os seis
primeiros dias pos-nascimento e eleva-se gradualmente até os 21 dias de idade

(NITSAN et al., 1991a). A quimotripsina apresentou maior atividade aos 2 dias de



idade e depois permanece estavel (MARCHAIM e KULKA, 1967 e NITSAN et al.,
1991b).

Probidticos

Os probioticos sdo definidos como “Uma cultura de micro-organismos vivos
(principalmente Lactobacillus ssp.) oferecidos ao animal para garantir o
estabelecimento da populagdo de micro-organismos benéficos e patdgenos”,
Crawford (1979), e posteriormente, Fuller (1989), que definiu “micro-organismos vivos
que, quando suplementados no alimento, afetam beneficamente ao hospedeiro,
favorecendo o equilibrio intestinal”. A utilizagcdo de culturas bacterianas probioticas
estimula a multiplicagédo de bactérias benéficas, diminuindo a proliferacao de bactérias
patdgenas, Puupponen-Pimia et al. (2002) principalmente por exclusdo competitiva.
Estas bactérias benéficas contribuem com o bom funcionamento intestino o que
interfere positivamente na eficiéncia de utilizagdo do alimento. Como os promotores
de crescimento (antibidticos) provavelmente cairdo em desuso, os probioticos tém

sido alternativa eficaz, com boa aceitagao pela industria avicola.

Atualmente as espécies mais utilizadas na preparacdo de probidticos sao:
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Bifidobacterium spp. e Escherichia coli. (LUTFUL KABIR, 2009). Todas sédo cepas
intestinais exceto Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, sdo obtidas
da fermentacgéao do iogurte, Fuller (1989), a maioria de probiéticos no mercado contém
Lactobacillus sp. por ser tolerante e estavel em produtos alimenticios.

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € nao patogénico em humanos e tem sido estudado
extensamente do ponto de vista genético, fisiolégico e como fonte de enzimas na

alimentagdo por muitos anos. Bacillus subtilis pode estimular o crescimento e



desenvolvimento de 6rgaos do sistema imunoldgico dos animais, ativar linfécitos T e
B, melhorar a concentracdo de imunoglubulinas e o nivel de anticorpos, reforcar a
imunidade celular e a fungédo imune humoral (CARUSO et al., 1993; TSENG et al.,
2009 citado por ZHANG et al., 2012).

Exemplos de enzimas derivadas de Bacillus subtilis incluem: a-amilase, B-
glucanase, hemicelulase, amilase maltogénica, protease e xilanase (PARIZA e COOK,
2010). As propriedades naturais de B. subtilis incluem a esporulagdo, o que ocorre
pela privacao nutricional e produc¢ao de proteases extracelulares que podem degradar
a enzima de interesse. Como ambas as propriedades interferem na producido de
enzimas, as cepas de B. subtilis foram modificadas para eliminar a esporulagao e

minimizar a sintese de proteases extracelulares (HARWOOD, 1992).

Paenibacillus sp.

O género Paenibacillus sp. € considerado quase um Bacillus sp. pois deriva
deste género, mas é filogeneticamente diferente (3 rRNA bacilli). Segundo Ash et
al. (1993) séo células Gram positivas, anaerobias facultativas ou aerdbias estritas,
classificadas no “grupo 3" no género Bacillus sp. Dentre esta reclassificagao temos:
Paenibacillus macerans (Marshall e Ohye, 1966), Paenibacillus amylolyticus,
Paenibacillus pabuli e Paenibacillus validus (Nakamura,1984a), Paenibacillus
pulvifaciens (Nakamura, 1984b), Paenibacillus azotofixans (Seldin et al., 1984),
Paenibacillus gordonae (Pichinoty et al., 1986) e Paenibacillus alvei, Paenibacillus
larvae, Paenibacillus macerans e Paenibacillus polymyxa (CLAUS e BERKELEY,
1986, referenciados por ASH et al., 1993).

Espécies de Paenibacillus sp. foram isoladas de outros tipos de fontes, por
exemplo, agua, leite, rizosferas das plantas, leveduras, alimentos, humus, etc.
(SELDIN et al., 1984, MONTEFUSCO et al., 1993, KANZAWA et al., 1995, SHIDA et
al., 1997a, b; YOON et al., 1998, ELO et al., 2001, SCHELDEMAN, et al., 2004, LEE
et al., 2007, MA e CHEN, 2008, LIU et al., 2010).



Probiotico GalliPro®

Bacillus subtilis cepa DSM 17299 é usado na alimentacdo de aves em dose
minima de 8x108 e maxima de 1,6x10° UFC/g (EFSA, 2010). Como aditivo, GalliPro®
contém minimo de 1,6x10° esporos viaveis/g que germinam no sistema digestoério das
aves, produzindo altas quantidades de enzimas digestivas (proteases, amilase e
lipase) no trato gastrintestinal, o que auxilia na digestibilidade dos alimentos. Esses
esporos e metabdlitos ajudam a manter a microbiota saudavel, estimulam a produgao
de acido latico pelas bactérias, minimizam as interagdes patogénicas com o trato
gastrintestinal, e, estimulam o sistema imune, o que resulta em melhor desempenho
do animal sem o uso de antibidticos. A formulagdo com o produto GalliPro® é
resistente ao calor, apresenta efeito benéfico sobre o equilibrio microbiano do trato
gastrintestinal de frangos de corte, tornando-se facilmente incorporado em alimentos

como 0s outros tratamentos convencionais.

Acido citrico

O acido citrico (acido 2 hidroxipropano-1, 2, 3 tricarboxilico) foi isolado e
cristalizado do suco de limado (SCHEELE, 1784). Este acido € encontrado em
diferentes citricos, frutas, e, produzido pelo organismo humano e célula vegetal
durante a fase inicial do ciclo de Krebs. Todas as leveduras, mofos e bactérias
possuem dentro do seu metabolismo o ciclo dos acidos tricarboxilicos, e algumas
podem ser selecionadas pela sua habilidade de produg¢ao. Em solu¢cdes concentradas
de agucar algumas cepas do A. niger, tem demonstrado a capacidade de produgao
de grandes quantidades de &cido citrico (CURRIE, 1917).

Uma vez que nao é téxico, tem sido usado na industria alimenticia como agente
acidificante, antioxidante e preservante. Acidos organicos tém sido estudados por sua
atividade microbiana especifica (PATTEN e WALDROUP, 1998). O &cido citrico € um
acido organico que incrementa a digestibilidade de proteina e fibras (Atapattu e
Nelligaswatta, 2005), assim como reduz o pH da digesta (Radcliffe et al., 1998 e

Afsharmanesh e Pourreza, 2005), melhora a utilizacdo de fosforo (Snow et al., 2004,
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Boling et al., 2000), aumenta o teor de cinzas nos ossos (Angel et al., 2001), melhora

os parametros de desempenho (Denli et al., 2003) entre outros.

Antibioticos

Os antibidticos na alimentagdo sao usados para prevencao de enfermidades
em dosagem sub-terapéutica, e controle de patdégenos quando de surtos de doencas,
assim como, promotores de crescimento (APC) na alimentagdo animal para estabilizar
a microbiota intestinal, melhorar o desempenho, aumentando a produg¢ao de carne e
ovos (MILES et al., 1984; WALDROUP et al., 1985). No entanto, o uso de antibiéticos
na dieta pode causar diferentes problemas como a selecdo de micro-organismos
resistentes aos antibiéticos (Sorum e Sunde, 2001), residuos em produtos de origem
animal (Burgat, 1999; Bartom, 2000 e Snel et al., 2002) e desbalango da microbiota
intestinal (VISEK, 1978; ANDREMONT, 2000; BARTON, 2000; SNEL, 2000). Esta
possivel resisténcia poderia ser transferida para patégenos em humanos (CASEWELL
et al., 2003). De acordo com estas circunstancias, o uso de antibiéticos como aditivo
na alimentagc&do animal tem sido banido em alguns paises o que promove interesse no
uso de produtos alternativos (NISBET, 2002; PHILIPPE, 2003 e LA RAGIONE et al.,
2004).
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CAPITULO 2 - EFEITOS DO PROBIOTICO Paenibacillus sp. SOBRE O
DESEMPENHO, MORFOMETRIA INTESTINAL, HEPATICA E PANCREATICA E
ATIVIDADE ENZIMATICA DE PANCREAS EM FRANGOS DE CORTE

Resumo - Este estudo foi realizado para investigar os efeitos da adi¢édo de trés
niveis de Paenibacillus sp. na alimentagao de frangos de corte sobre o desempenho
e morfometria intestinal, hepatica e pancreatica e atividade enzimatica. Foram
utilizados 400 pintinhos machos Ross 308 alojados em 20 boxes com cama reutilizada
e alimentados com dieta a base de milho e farelo de soja como dieta basal (DB) que
continha salinomicina. Os tratamentos foram, dieta basal sem aditivos (DB) como
controle negativo, dieta DB com lincomicina como controle positivo e dietas com 30,
45 e 60 ppm do probidtico Paenibacillus sp. O ganho de peso (GP), consumo de ragéo
(CR), e conversao alimentar (CA) foram avaliados durante a fase inicial (1-21 d),
crescimento (22 a 35 d), e final (36 a 42 d) e durante todo fase de criagdo (1a42d e
1 a49d). Aos 14, 28 e 42 dias, uma ave por box foi coletada amostra para avaliar o
comprimento, largura e densidade das vilosidades e numero de células caliciformes
do duodeno, jejuno e ileo, assim como o numero das células de Kupffer do figado e
acinos serosos e ilhotas pancreaticas. Aos 28 e 42 dias de idade foram avaliadas a
atividade da amilase, tripsina e quimotripsina do pancreas. Os dados foram analisados
em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com analise de regressao dos
niveis do probiotico Paenibacillus sp. e contrastes ortogonais com o controle positivo
e negativo. Nao houve efeito (P>0,05) da inclusdo dos niveis do probidtico
Paenibacillus sp. sobre GP, CR, CA e V em todas as fases avaliadas e fases inteiras
de criagao, exceto para a conversao alimentar que melhorou linearmente (P<0,05) na
fase final de criagdo. Nao se observou diferenga (P>0,05) entre os niveis do probiético
Paenibacillus sp. sobre o controle negativo e positivo entre os tratamentos. Na
morfometria intestinal, ndo houve efeitos dos tratamentos no comprimento das
vilosidades. No entanto, os niveis do probiotico Paenibacillus sp. aumentaram
linearmente a largura das vilosidades aos 14 dias, ndo obstante, decresceu aos 28
dias, sem embargo, a densidade dos vilos aumentou aos 28 e 42 dias de idade. Os
niveis de Paenibacillus sp. apresentaram efeito quadratico sobre o numero de células

caliciformes em todas as fases de criagdo. A amilase pancreatica foi a Unica enzima
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que apresentou efeito (P<0,05) pelos niveis de Paenibacillus sp. aos 28 e 42 dias de
idade.

Palavras-chave: aditivos, antibiotico, aves, células caliciformes e probidtico
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EFFECTS OF Paenibacillus sp. ON PERFORMANCE AND GUT, LIVER AND
PANCREAS MORPHOMETRIC AND PANCREATIC ENZYMES ACTIVITY ON
BROILERS

Summary - Probiotics have been shown to improve broiler performance and
affect gut morphometrics. This study was conducted to investigate the effects of adding
three levels of Paenibacillus sp. to the feed of broilers on performance and intestinal,
pancreatic and hepatic morphometrics. Four hundred d-old male Ross 308 chicks were
placed in 20 floor pens with reused litter and fed common corn-soybean basal diets
(BD) that contained salinomycin. Five dietary treatments resulted from using the BD
without feed additives (WFA) as a negative control, adding growth promotant antibiotic
(lincomycin) as a positive control, and adding Paenibacillus sp. at 30, 45 and 60 ppm.
BW, feed intake (Fl) and FCR corrected by mortality were evaluated at starter (1-21d),
grower (22-35d) and finisher (36-42d) phases and the whole grow out. Mortality was
recorded. At 14, 28 and 42d intestinal samples of one chicken per pen were collected
to evaluate villi height, density and width, and goblet cells in the duodenum, jejunum
and ileum. At 28 and 42d of age, pancreatic amylase, trypsin and chymotrypsin
activities were evaluated. Data were analyzed in a CRD with regression analyses of
Paenibacillus sp. levels and orthogonal contrasts with positive and negative controls.
No significant effects (P>0.05) of Paenibacillus sp. inclusion levels were observed on
BWG, Fl or FCR in all phases evaluated or the whole grow out, except for a linear
(P<0.05) improvement of FCR in the finisher phase. No significant differences (P>0.05)
were observed between probiotic levels with the negative and positive control groups.
In gut morphometrics, no effects of treatments were detected on villi height. However,
as Paenibacillus sp. levels increased villi width linearly decreased at 14 and 28d, and
villi density increased at 28 and 42d. The Paenibacillus sp. levels had a quadratic
effect on goblet cell numbers in all sections and age periods assessed. Amylase
activity was the only pancreatic enzyme affected (P<0.05) by Paenibacillus sp. levels
at 28 and 42d. It was concluded that Paenibacillus sp. did not affect broiler
performance; nevertheless it influenced gut, liver and pancreas morphometrics and

pancreatic enzyme activity.

Keywords: aditive, antibiotic, broiler, goblet cells, and probiotic
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1. INTRODUGAO

Tratamentos com antibidticos s&o utilizados com propédsito de terapia, controle
e prevencao de doengas, Phillips (2004), o que proporciona beneficios para os
humanos e animais. Muitos antibiéticos utilizados na alimentagdo animal ndo sao
absorvidos no trato gastrintestinal e poderiam ser eliminados nas fezes e urina dos
animais e incorporados ao solo. Por estes motivos, a industria avicola esta
enfrentando possivel proibicdo do uso de antibidticos como promotores de
crescimento, e, como consequéncia esta procurando alternativas para prevencao de

doencas e melhora do crescimento.

Com pesquisas recentes, surge a probabilidade de uma pequena mas
significante mudanca benéfica em animais tratados com probiéticos. Culturas
probioticas tém sido consideradas para exercer efeitos protetores contra patogenos
via antagonismo direto ou por exclusdo competitiva. O sucesso da colonizagdo dos
probidticos depende da sua estabilidade, sobrevivéncia, idade, estresse, hospedeiro,
e frequéncia de administracao (BOMBA et al., 2002). Esta colonizagao resulta num
melhor controle de patdégenos intestinais, Pollmann et al. (2005), além de melhor

fungdes digestivas devido a presenga das enzimas digestivas.

Considerando que o trato gastrintestinal € o primeiro érgéo alvo dos probidticos,
a descricao das inter-relagdes entre a microbiota hospedeira, a carga bacteriana e a
integridade do epitélio auxiliam a determinagdo da escolha do probidticos adequado
(KLAENHAMMER, 2012). A mucosa intestinal atua na exclusdo e eliminagdo de
micro-organismos potencialmente nocivos que €& essencial na manutencdo da
qualidade intestinal. A microbiota intestinal em aves adultas € um complexo
ecossistema, mas em aves recém eclodidas nao apresentaram uma populagao
microbiana estavel (YANG et al., 2009).

O modo de agao dos probidticos no organismo das aves € pouco conhecido.
No sistema de produgéo animal beneficios e eficiéncia foram relatados, mas até agora
muitos cientistas tem estudado os efeitos dos probidticos sobre algumas
caracteristicas fisiologicas, porém ainda nao conseguiram desenvolver um modelo

integral de como os probioéticos agem no organismo das aves. O objetivo foi de avaliar
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os efeitos da adi¢cao de trés niveis de Paenibacillus sp. na alimentacao de frangos de
corte no desempenho, morfometria intestinal, do figado e pancreas e atividade

pancreatica em frangos de corte.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aves e manejo

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal/SP. Todas as praticas relacionadas ao
projeto de estudo foram aprovadas pela Comissdo de ética no uso de animais da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp de Jaboticabal, protocolo N°
014237/13. O galpao usado foi tipo tunel com cortinas laterais. Foram utilizadas 20
parcelas com 20 aves cada, totalizando 400 pintinhos de corte machos da linhagem
Ross 308 procedentes de incubatdrio comercial, criados de um até os 49 dias de idade

distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado.

A cama foi composta de maravalha e ndo apresentou tratamento prévio, sendo
constituida da material utilizado em galpdes de frangos até terceiro uso misturado com
cama de matrizes de um ano de uso, e, distribuida de modo que todos os tratamentos
tivessem a mesma quantidade inicial deste material. Nas duas primeiras semanas de
idade das aves, utilizaram-se nipples e comedouros tubulares infantis os quais foram
substituidos gradativamente por comedouros tubulares com capacidade para 20 kg
de racao, apods a primeira semana de idade. O programa de luz e temperatura foi feito
segundo protocolo de Bem-Estar para frangos e perus, UBA (2008). O aquecimento
foi através de lampadas infravermelho de 250 watts. Foi registrada diariamente a
temperatura ambiente e umidade relativa do ar (manha e noite), utilizando-se
termohigrémetros digitais distribuidos em trés pontos do galpdo aproximadamente a

10 cm da cama.

As ragbes experimentais foram isoproteicas e isoenergéticas dentro de cada
fase de criagao: inicial (1 a 21 dias de idade), crescimento (22 a 35 dias de idade) e

final (36 a 49 dias de idade) e foram formuladas seguindo a composicdo de
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ingredientes e os niveis nutricionais indicados por (ROSTAGNO et al., 2011) (Tabela
1). A racédo e agua foram fornecidas ad libitum durante o periodo de criacdo. Os
pintinhos foram vacinados contra a doenga de Marek, Gumboro e Bouba Aviaria no
incubatodrio, seguindo-se da vacinagao no 7° e 21° dias de idade contra a doenca de
Gumboro e no 7° dia de idade contra a doenca de New castle. As vacinas foram
realizadas durante o periodo experimental via agua de bebida, utilizando leite em po6

como veiculo (2g/L).

2.2. Delineamento experimental e tratamentos
2.2.1. Andlise estatistica

2.2.1.1 Dose-resposta

Na comparagao do tratamento do Paenibacillus sp. com os controles negativo
e positivo, para avaliar o efeito dose-resposta dos diferentes niveis do Paenibacillus
sp. foi utilizada analise de regressado através do procedimento PROC GLIMMIX,
excluindo o controle positivo. Ajustou-se para o efeito linear e quadratico para calcular

a equacao de regressao segundo as analise de dose-resposta.

2.2.1.2 Analise de variancia

A analise de variancia incluiu cinco tratamentos e quatro repeticoes e usou-se
o procedimento GLIMMIX do SAS Versao 9.3 (SAS, 2011). O modelo estatistico
incluiu tratamentos como fator fixo e as repeticoes e medicdes como efeito aleatdrio.
Foi utilizado o teste de Dunnett ao 5% de significancia e da média dos minimos
quadrados (LSMEAN) para comparagao de medias dos tratamentos com o controle
negativo e da mesma forma com o controle positivo. Para as variaveis que tiveram
varias medicbes em cada repeticdo usou-se a repeticdo como fator residual

randomizado.

Testaram-se as pressuposicoes de normalidade dos erros estudentizados

(teste de Cramer-Von-Mises) e de homogeneidade das variancias (teste de Brown-
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Forsythe) (LITTELL et al., 2002). A diferenga minima significativa (LSD) foi calculada
usando os efeitos dos erros padrao que foi considerado significativo nas analise de
variancia (P<0,05) nivel de probabilidade. (DUNNETT, 1955, 1964).

Os tratamentos foram os seguintes:

o T1: Controle positivo (lincomicina, 20g/t);

o T2: Dieta controle sem aditivo;

o T3: 30 ppm/t de probidtico género Paenibacillus sp.;
o T4: 45 ppm/t de probidtico género Paenibacillus sp.;

o T5: 60 ppm/t de probiodtico género Paenibacillus sp.;

2.3. Desempenho das aves

Foram avaliadas como caracteristicas de desempenho, o consumo de ragéao, o
ganho de peso e a conversao alimentar (kg ragao/kg peso) durante todas as fases e
o ciclo completo de criagao. Neste ultimo foram avaliados os parametros de viabilidade

e o indice de eficiéncia produtiva.

O ganho de peso (GP) foi obtido pela diferenga entre o peso ao final de cada
periodo e o peso inicial no alojamento, ou no inicio de cada periodo. O consumo de
racao (CR) foi calculado pela diferenca entre o total de ragao fornecida e as sobras de
racao no final de cada periodo, corrigidos pelo numero das aves mortas. A conversao
alimentar (CA) foi calculada pela razdo entre o total de racéo fornecida e o ganho de

peso no periodo, e corrigida pelo numero das aves mortas.

2.4. Morfometria intestinal, hepatica e pancreatica
2.4.1. Coleta de amostras para analise do intestino delgado

Para as analise histologicas do intestino, aproximadamente dois centimetros
da porgdo média do duodeno, jejuno e ileo de 4 aves por tratamento, foram coletadas
aos 14, 28 e 42 dias de idade e armazenados em frascos com solugéo de Bouin. Apos

de 24 horas, os fragmentos foram seccionados transversalmente, imersos em alcool

28



etilico a 70% para remocgéo do fixador e desidratados em séries crescentes de alcoois
(70%, 80%, 90%, 95% e Absoluto I, Il, IllI), diafanizados em xilol e incluidas em
parafina. A seguir, foram realizados de cada bloco histologico, quatro cortes
semiseriados de sete um de espessura com intervalo de dez depreciacdes, de cada
animal, para os cinco tratamentos dispostos sob as laminas histolégicas, totalizando
180 blocos (3 6rgaos x 3 idades x 4 aves x 5 tratamentos), posteriormente corados
segundo a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) (BEHMER et al., 1976).

Para a determinacdo do numero de células caliciformes foi usado o método de
coloragao pelo Periodic Acid Schiff (PAS), para detecgdo de mucinas neutras, ou
Alcian Blue (AB) pH 2,5, para deteccdo de mucinas acidas, segundo (McMANUS,
1948 e LEV e SPICER, 1964). Posteriormente, o material foi acondicionado em caixas
histolégicas numeradas de acordo com os tratamentos. As ldminas devidamente
coradas foram analisadas ao microscépio 6ptico. A nomenclatura anatdbmica utilizada
foi a de (BAUMEL, 1993). As 720 (180 blocos x 4 cortes) imagens pertinentes a
avaliacdo morfométrica foram capturadas com o auxilio da microcamera Olympus DP
11 acoplada ao microscépio e armazenadas em um cartdo de memdria. As imagens,
de interesse, do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) das aves foram
descarregadas em um microcomputador e analisadas com o auxilio do software Image
Plus, Media Cybernetics, Brasil, versdo 4.1. As caracteristicas morfométricas do
duodeno, jejuno e ileo avaliadas incluiram o comprimento, a largura, 0 numero de

vilosidades e numero de células caliciformes.

2.4.2. Coleta de amostras do figado e pancreas

Para analise dos parametros morfométricos do figado e pancreas, quatro aves
de cada tratamento foram sacrificadas aos 14, 28 e 42 dias de idade. Foram extraidas
amostras de aproximadamente dois cm? do pancreas e do lobo esquerdo do figado e
fixadas em solugdo de Bouin por 24 horas. Posteriormente foram lavadas em alcool
70% para retirada do fixador e desidratadas em série crescente de alcoois,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A seguir, foram realizados de cada bloco

histolégico, quatro cortes histologicos de sete um de espessura, de cada animal, para
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os cinco tratamentos utilizados e colocados nas laminas histologicas totalizando 120
blocos (2 6rgaos x 3 idades x 4 aves x 5 tratamentos) realizando cortes histolégicos
semi seriados com intervalo de dez depreciagcdes com espessura de sete um,
posteriormente corados segundo a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) (BEHMER
et al., 1976). O parametro hepatico analisado foi o niumero de células de Kupffer do
figado. Com relagcdo aos parametros pancreaticos foram medidas a area, didmetro e

perimetro das ilhotas de Langerhans e dos acinos serosos.

2.5. Atividade enzimatica

Os pancreas foram coletados, pesados, identificados, acondicionados em
papel aluminio, congelados e transportados em nitrogénio liquido para o laboratério,
onde foram armazenados em freezer a -70°C. No laboratério de enzimologia aplicada
(LEA), os pancreas foram descongelados, o tecido adiposo aderente ao pancreas
removida e uma amostra do tecido foi moida, homogeneizada (Omni-GLH) em tampao
Tris HCI 50 mM, pH 8,0 contendo CaClz 50 mM na propor¢ao de 1:20 (peso:volume)
e centrifugada a 14.000g por 30 minutos sob refrigeracao a 4°C, filtrado em 1a de vidro,

do material filtrado foram retiradas aliquotas, congeladas e armazenadas a -70°C.

A concentracao de proteina foi determinada utilizando-se soro albumina bovina
fracdo V como padréo, através do método de Lowry modificado por (HARTREE,
1972). A atividade da a-amilase foi determinada a 37°C, dosando-se a maltose liberada,
a 530 nm (BERNFELD, 1955). Uma unidade de atividade enzimatica (U) da a-amilase
pancreatica foi definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 umol de

maltose/minuto/mg de proteina nas condi¢des padroes do teste.

Uma vez ativado o tripsinogénio, a atividade da tripsina foi determinada
descontinuamente a 37 °C, por meio da liberagéo da p-nitroanilida (e= 9620 M' cm™) a
410 nm (KAKADE et al., 1974). A atividade da quimotripsina foi determinada a 37 °C,
através da liberagéo da p-nitroanilida (e= 8800 M- cm™') a 410 nm (ERLANGER et al.,
1966). Uma unidade (U) de enzima foi definida como sendo 1 nmol de p-nitroanilida
liberada por minuto/mg de proteina nas condigdes do teste. Usou-se um espectrdmetro
HITACHI U-2000.
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Tabela 1. Composicao percentual e analise calculada das ragdes experimentais

Ingredientes Quantidade em kg
(%) Inicial Crescimento Final
1 a 21 dias 22 a35dias 36 a 49 dias

Milho 58,67 63,61 66,49
Farelo de soja 35,20 29,70 27,40
Oleo de soja 2,20 2,80 3,40
Fosfato bicalcico 1,80 1,70 1,50
Calcario calcitico 1,00 1,00 0,10
DL- metionina 0,30 0,25 0,24
L-lisina HCI 0,13 0,25 0,27
Cloridrato de colina 60 0,10 0,09 0,05
Suplemento min. + vit.* 0,20 0,20 0,20
Sal 0,40 0,40 0,35
Total 100,00 100,00 100,00
Valores Calculados
Proteina bruta (%) 21,05 19,00 18,10
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3000 3100 3170
Ca (%) 0,96 0,90 0,85
Na (%) 0,20 0,19 0,18
Fasforo total (%) 0,70 0,65 0,62
Fésforo disponivel (%) 0,45 0,42 0,39
Metionina + cistina total (%) 0,97 0,86 0,82
Metionina + cistina digestivel (%) 0,89 0,79 0,75
Metionina total (%) 0,64 0,55 0,52
Metionina digestivel (%) 0,61 0,53 0,50
Lisina total (%) 1,23 1,18 1,14
Lisina digestivel (%) 1,12 1,08 1,04
Treonina total (%) 0,92 0,81 0,78
Treonina digestivel (%) 0,81 0,71 0,68

* Enriquecimento por quilograma de raggo: Vit. A 11000 U, Vit.D; 2000 UI, Vit. E 13 mg, Vit. K3 2,5 mg, Vit. B; 1 mg, Vit. B, 5
mg, B6 1,5 mg, Vit. B12 0,15 mcg, Acido Fdlico 0,5 mg, Biotina 0,05 mg, Niacina 35 mg, Pantotenato de Calcio 13 mg, Cobre 6
mg, Cobalto 0,1 mg, lodo 1 mg, Ferro 50 mg, Manganés 65 mg, Zinco 45 mg, Selénio 0,2 mg, Antioxidante 4 mg. Salinomicina
60mg.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia das variaveis, consumo de racédo (CR), ganho de peso
(GP), converséao alimentar (CA) e viabilidade (V) para as fases inicial (1 a 21dias de
idade), crescimento (22 a 35 dias de idade) assim como para as fasesde 1a42e 1a

49 dias de idade, respectivamente encontram-se nas Tabelas 2 e 3.

Em todas as fases de alimentacao, ndo houve efeito (P>0,05) dos tratamentos
em todas as caracteristicas de desempenho avaliadas. Contudo, no periodo de 36 a
42 dias de idade, observou-se que a conversdo alimentar foi afetada linearmente
(P<0,05), constatando-se melhora com o aumento dos niveis do probidtico
Paenibacillus sp. (CA = 2,092 — 0,002*P, R?=0,98), esta CA diminui em 0,54, 0,92 e
1,39 pontos em aves que consumiram niveis 30, 45 e 60ppm do probidtico

Paenibacillus sp. respectivamente.

O efeito de probidticos sobre o crescimento em frangos tem sido estudado
extensivamente (Anexo 1). Sun et al. (2005) observaram melhor conversao alimentar
na fase de 36 a 49 dias de idade, Jin et al. (1996, 1998 e 2000) e Mountzouris et al.
(2010), relataram melhor desempenho em frangos de corte que receberam niveis de
probidticos, como consequéncia da colonizagao do trato gastrintestinal e a competicao
com micro-organismos pelo local de aderéncia na superficie intestinal o que favorece
as funcbes digestivas, meio ambiente e saude do hospedeiro. Samli et al. (2007)
reportaram aumento de peso e melhora da conversao alimentar em frangos de corte
que receberam Enterococcus faecium (NCIMB 10415) na ragao, talvez devido ao
aumento do numero de bactérias produtoras de acido lactico. Corroborando com
esses autores, Cavazzoni et al. (1998) encontraram melhor desempenho de frangos
de corte que foram arragoados com o probidtico B. coagulans (CNCM [-1061) como
aditivo na ragao, sobre excelentes condi¢gbes sanitarias e Apata (2008) que observou
melhor desempenho quando receberam niveis do Lactobacillus bulgaricus na ragao,
possivelmente pelo uso de leite desnatado como veiculo, que pode ter estimulado a
digestdo proteolitica ou a atividade das enzimas melhorando a digestdo dos

nutrientes.
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Outros autores concluiram que o uso de probidticos ndo tem efeito sobre a
conversao alimentar, Gunal et al. e Mutus et al. (2006), ndo encontraram diferencga
nos parametros de desempenho em frangos de corte tratados com probidtico
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus  bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Aspergillus orizea,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Candida pintolepesii) e Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis aos 42 dias de idade. Priyankarage et al. (2010), Bai et
al. e Chen et al. (2013), que nao relataram diferencas em toda a fase de criacéo de
frangos de corte. A eficacia do uso de probiodticos depende de muitos fatores, como
tipo de micro-organismo utilizado (espécie), o nivel e tipo de administragao, a idade
da ave, as condicbes ambientais, etc. O aumento do ganho de peso n&o é soé
consequéncia do incremento do consumo de ragao, e sim, da eficiéncia na utilizacao

do alimento.
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Tabela 2. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), converséao alimentar (CA) e viabilidade (V) de frangos de corte machos

na fase de 1 a 21, 22 a 35 e 36 a 42 dias de idade tratados com probidticos contendo Paenibacillus sp.

21 dias 35 dias 42 dias

Tratamentos CR GP CA vC CR GP CA vC CR GP CA VvC

(kg) (kg) (kg/kg) (%) (kg) (kg) (kgkg) (%) (kg) (kg) (kg/kg) (%)

CP 1,118 0,807 1,39 100 2,179 1,228 1,77 99 1,348 0,690 1,96 96

CN 1,100 0,789 1,40 95 2,181 1,245 1,73 99 1,343 0,672 2,09 96

30 1,111 0,798 1,39 99 2,213 1,291 1,71 99 1,353 0,666 2,03 99

45 1,122 0,777 1,45 99 2,046 1,229 1,66 96 1,303 0,653 2,00 96

60 1,103 0,793 1,39 100 2,130 1,201 1,77 99 1,298 0,668 1,95 96
Teste F 0,24 0,89 1,61 0,75 0,90 1,73 1,20 0,52 0,94 0,26 2,48 0,46
Valor P 0,91 0,50 0,24 0,57 0,49 0,21 0,35 0,72 0,47 0,90 0,10 0,76
CV% 1,68 1,55 1,49 1,60 3,20 2,09 2,45 3,15 2,04 3,98 1,89 4,15

Regression

L 0,752 0,857 0,475 0,432 0,391 0,241 0,864 0,438 0,182 0,796 0,032 0,934
Q 0,539 0,967 0,300 0,192 0,942 0,104 0,188 0,198 0,475 0,777 0,721 0,704

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus

sp.; 60: 60 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.
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Tabela 3. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), conversao alimentar (CA), viabilidade (V) de frangos de corte machos

nas fases de 1 a 42 e 1 a 49 dias de idade tratados com probiéticos contendo Paenibacillus sp.

1 a 42 dias 1 a 49 dias

Tratamentos CR GP CA \'} CR GP CA \')

(kg) (kg) (kg/kg) (%) (kg) (kg) (kg/kg) (%)

CP 4,386 2,700 1,63 96 5,715 3,348 1,71 95

CN 4,375 2,694 1,63 96 5,722 3,329 1,72 95

30 4,442 2,704 1,64 99 5,773 3,399 1,70 95

45 4,190 2,608 1,61 96 5,483 3,272 1,68 95

60 4,300 2,612 1,65 99 5,582 3,253 1,72 99
Teste F 0,96 1,47 0,30 0,76 0,99 1,47 0,35 0,83
Valor P 0,46 0,27 0,88 0,46 0,44 0,27 0,84 0,36
CV% 2,29 1,56 1,71 4,15 2,12 1,59 1,85 5,84

*Regressao

L 0,388 0,142 0,847 0,818 0,261 0,212 0,735 0,860
Q 0,815 0,577 0,854 0,398 0,783 0,184 0,366 0,368

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus
sp.; 60: 60 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) néo foi parte da analise de regressao.
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Parametros morfométricos

As respostas dos parametros histomorfométricos do intestino delgado das aves
com 14, 28 e 42 dias de idade tratadas com diferentes probidticos encontram-se na
Tabela 4.

Comprimento das vilosidades do intestino

As medidas do comprimento das vilosidades do intestino delgado de frangos
de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com probidticos contendo
Paenibacillus sp. se encontram na Tabela 4. De acordo com a analise de variancia e
de regressao, pbde-se observar que nao houve efeito significativo (P>0,05) dos
tratamentos, para as médias do comprimento das vilosidades nas trés fases de
criacdo, assim mesmo, dos niveis do probidtico Paenibacillus sp. sobre o controle

negativo e positivo, respectivamente.

Estes resultados concordam com os observados por varios autores. Por
exemplo, SUN et al. (2005) ndo encontraram diferencas na largura das vilosidades
aos 14, 28, 35 e 49 dias tratados com diferentes prebidticos, probidticos e acidos
organicos. SIEO et al. (2005) e TSIRTSIKOS et al. (2012) nao verificaram diferengas
na altura das vilosidades do duodeno e ileo em frangos de corte arragcoados com seis
cepas (parenteral e transformado) de Lactobacillus sp. e probidtico PoultryStar ME
(Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecium, Bifidobacterium animalis, Pediococcus
acidilactici, e Lactobacillus salivarius) respectivamente, como também, SAMANYA e
YAMAUCHI (2002) e TAHERI et al. (2010) nao detectaram diferengas no jejuno de
aves aos 28 e 42 dias de idade tratados com o probidtico Bacillus subtilis var. natto e
Pediococcus acido lactico. SANTIN et al. (2001) encontraram diferengas na altura das
vilosidades do duodeno, jejuno e ileo durante a primeira semana do experimento (7
dias), no final do segundo e terceiro periodo (28 e 42 dias) ndo observaram diferengas
na altura das vilosidades em frangos de corte alimentados com Saccharomyces
cerevisiae var. Calsberg, devido ao efeito positivo sobre a saude intestinal, com

melhor absor¢ao dos ingredientes.
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Existem muitos estudos do uso de probiéticos nos parametros
histomorfométricos do intestino (Anexo 2). Ao confrontar esses resultados com alguns
trabalhos com a histomorfologia intestinal. GUNAL et al. (2006) encontraram
diferengas na altura das vilosidades do jejuno e ileo em frangos de corte aos 21 e 42
dias de idades tratados com o probidtico (Protexin) (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus  thermophilus, Aspergillus orizea, Bifidobactoerium  bifidum,
Enterococcus faecium, Candida pintolepesii) e &acidos orgéanicos (formico e
propionico), provavelmente devido ao aumento das cadeias curtas de acidos graxos
que estimularam a proliferacdo de células no intestino (ICHIKAWA et al.,, 1999).
YAZDANI et al. (2013) observaram maior comprimento das vilosidades do duodeno e
jejuno das aves quando alimentadas com Berberis vulgaris, visto que contem
alcaloides isoquinolinicos como a berberina, berbamina e palmatina responsaveis
pelos efeitos benéficos. Ao utilizar probidticos a base de Bacillus subtilis, Lactobacillus
acidophilus e casei, Streptococcus lactis e faecium, Bifidobacterium bifidum e
Asperqgillus oryzae o grupo de Pelicano et al. (2005) encontraram diferengas na altura

das vilosidades do jejuno e ileo aos 21 do jejuno e ileo aos 45 dias de idade.

Os probidticos tem a capacidade de modificar a flora intestinal (FULLER, 1989)
tornando-a um ambiente mais favoravel aumentando o crescimento de bactérias
anaerobias facultativas n&o patogénicas e Gram positivas, suprimindo as patogénicas
(YANG et al., 2009).

No presente experimento, o comprimento das vilosidades no duodeno, jejuno e
ileo das aves nao deferiram significativamente quando foram alimentados com os
niveis do probidtico Paenibacillus sp., embora tenha ocorrido numérico na sexta
semana de idade, nas vilosidades de todos segmentos do intestino delgado de aves
alimentadas com o probidtico Paenibacillus sp. comparadas com aves que receberam
dieta controle e positivo, esta tendéncia também foi observada na segunda semana.
Este resultado poderia ampliar a area superficial da vilosidade, portanto, aumentar a
producdo de enzimas e melhorar absorgdo dos nutrientes como consequéncia,
favorecer a digestdo que deveria estar refletida na resposta do desempenho do

animal.
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Tabela 4. Valores médios do comprimento do duodeno (CD), do jejum (CJ) e do ileo (Cl) do intestino delgado de frangos de corte

machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com probidticos contendo Paenibacillus sp.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos CD cJ cl CD cJ ci CD cJ ci
CP 532,69 345,55 273,17 1248,48 113540 783,66 1374,93 1276,98 1130,48
CN 518,41 376,39 278,26 1457,00 1126,53 918,40 1458,13  1168,37 987,51
30 462,22 422,55 296,38 1246,34  1027,43 877,55 1531,88  1174,03  1045,15
45 570,68 364,51 283,07 1160,58 1151,02 848,78 1594,32  1221,11 1139,40
60 534,76 386,55 278,84 1326,45 970,19 669,28 1554,96  1367,04  1095,11
Teste F 1,92 0,60 0,47 1,15 0,64 1,53 0,88 1,53 0,47
Valor P 0,17 0,67 0,76 0,37 0,64 0,26 0,51 0,24 0,76
CV% 5,64 9,80 5,56 8,12 9,31 9,40 6,53 5,39 8,56
*Regressao
L 0,385 0,979 1,000 0,209 0,489 0,093 0,384 0,079 0,267
Q 0,368 0,584 0,385 0,146 0,773 0,318 0,703 0,194 0,765

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probiético género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.
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Largura das vilosidades do intestino delgado

As medidas da largura das vilosidades intestinais dos frangos de corte
machos nas idades de 14, 28 e 42 dias, submetidos a niveis do probiotico
Paenibacillus sp. encontram-se na Tabela 5. Esta foi afetada (P<0,05) pelos
tratamentos no duodeno e ileo aos 14 dias de idade, ndo obstante, ndo houve
influencia (P>0,05) no jejum. Aos 28 dias de idade houve diferenga (P<0,05) na
largura das vilosidades no duodeno, porém, nao houve efeito (P>0,05) no jejuno
e ileo. Aos 42 dias de idade nao deferiu a largura das vilosidades (P>0,05) em

nenhuma das trés secdes avaliadas.

A largura das vilosidades do duodeno foi afetada (P<0,05)
quadraticamente aos 14 dias de idade pelos niveis de inclusdo do probidtico
Paenibacillus sp. com a maxima resposta ao nivel de 42 ppm do probidtico
Paenibacillus sp. (LD = 31,87 + 0,42 P — 0,005 P?, R? = 0,67) e um efeito linear
(P<0,05) aumentando a largura das vilosidades conforme ha reducdo na
concentracéo do probiotico Paenibacillus sp. aos 28 dias de idade (LD = 101,14
-0,387 P, R2=0,51).

Aos 14 dias de idade, a largura das vilosidades do duodeno foi maior
(P<0,05) para os niveis do probidtico Paenibacillus sp. e controle positivo, assim
como, no ileo para o nivel 30 ppm do probiético Paenibacillus sp. que o controle
negativo. Enquanto, que o controle negativo no duodeno foi menor (P<0,05) e o
nivel 30 ppm do probidtico Paenibacillus sp. no jejuno e ileo e o nivel 60 ppm do
probiotico Paenibacillus sp. para a largura das vilosidades do ileo apresentou
médias maiores (P<0,05) que o controle positivo. Aos 28 dias de idade, os niveis
do probidtico Paenibacillus sp. para a largura das vilosidades do duodeno foi
menor (P<0,05) que o controle negativo, assim como, o nivel 60 ppm do
probiético Paenibacillus sp. foi menor (P<0,05) que o controle positivo (Tabela
5).

Estes resultados concordam com os observados por GUNAL et al. (2006).
Este grupo ndo encontrou diferengas na largura das vilosidades intestinais aos
21 e 42 dias de idade em frangos de corte tratados com o probidtico Protexin
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,

Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Aspergillus orizea,
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Bifidobactoerium bifidum, Enterococcus faecium, Candida pintolepesii) e acidos
organicos (férmico e propidnico). Frangos que receberam niveis de extrato de
Berberis vulgaris ndo apresentaram diferengas na largura das vilosidades aos 45
dias de idade (YAZDANI et al., 2013). De forma similar, Saki et al. (2011)
reportaram que nao houve alteragdo no duodeno e ileo durante os 14 e 42 dias
mas aos 21 dias observaram diferencas na largura das vilosidades em frangos
de corte alimentados com propor¢des de peptina e celulose. Da mesma forma,
Hassanpour et al. (2013) encontraram diferengas na largura das vilosidades do
jejuno aos 22 e 42 dias, nao entanto, no duodeno em frangos de corte tratados
com simbidtico a base de probidtico Enterococcus faecium (DSM 3530),
probiotico fructo-oligosacarideo e ficofitico. Igualmente, em frangos tratados com
um extrato (Allium sativum) e um probiético (Thymus vulgaris) Shams et al.
(2012) concluiram que existem diferencas na largura das vilosidades do duodeno
aos 42 dias de idade, porém, ndo no jejuno devidas aos tratamentos. Rajput et
al. (2013b) indicaram efeitos de Saccharomyces boulardii e Bacillus subtilis B10
aos 72 dias de idade em frangos Sanhuang (ragca chinesa) da largura das
vilosidades do jejuno e ileo. Assim, com o uso da enzima a base 3500 U B-
glucanase, 600 U xylanase, e 10,2 U celulase (Safizuyme GP 800),
Afsharmanesh et al. (2013) observaram diferencas na largura das vilosidades do
ileo aos 42 dias de idade. Finalmente, tem sido estabelecido que espécies de
probiéticos pertencentes a Enterococcus sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp., Streptococcus sp., Aspergillus sp., Candida sp. exercem

efeito na modulagao da microbiota e morfologia e morfometria intestinal.

O aumento da largura das vilosidades pode ser devido a acdo dos
probiéticos melhorando o pH do intestino, e, consequentemente reduzindo a
colonizagéo de micro-organismos enteropatogénicos, Fuller (1989); Samli et al.
(2007) entre eles, Clostridium sp. e E. coli. Aumento da largura das vilosidades
esta associado a maior area superficial, portanto, maior absorgcao de nutrientes,
mas isso nao foi observado neste experimento, talvez, porque a mantengao do
trato gastrintestinal saudavel, como resposta na protecdo contra micro-
organismos patdgenos, requer rapida reposi¢cao celular o que gera maior gasto
de energia diminuindo a sua utilizacdo para o crescimento ou produgdo do

animal.
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Tabela 5. Largura da vilosidade do duodeno (LD), do jejuno (LJ) e do ileo (LI) de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de

idade tratados com probidticos contendo Paenibacillus sp.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)

Tratamentos LD LJ LI LD LJ LI LD LJ LI
CP 37,842 28,11 30,67 99,41 87,76 82,69 101,45 93,37 92,46
CN 31,82 29,31 31,89 104,44 84,63 84,59 105,17 90,91 93,22
30 40,382 37,22 39,302 82,112 83,82 85,50 88,11 90,37 95,74
45 40,372 31,06 36,13 85,342 77,60 83,02 96,20 88,68 98,25
60 39,382 31,63 37,02 80,372 81,75 73,21 96,35 98,66 96,96
Teste F 6,30 2,31 47,69 4,69 22,95 23,95 0,78 0,68 26,37
Valor P 0,0035 0,1100 0,0089 0,0118 0,6244 0,4261 0,5578 0,6166 0,9800

CV% 3,79 7,40 4,47 5,62 6,60 6,76 7,70 5,21 8,48
*Regressao

L 0,002 0,658 0,060 0,002 0,508 0,173 0,470 0,340 0,693
Q 0,023 0,110 0,077 0,134 0,820 0,210 0,294 0,208 0,890

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probidtico género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.

8 Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.

41



Numero das vilosidades do intestino delgado

O numero das vilosidades intestinais dos frangos de corte machos nas
idades de 14, 28 e 42 dias, submetidos a niveis do probiético Paenibacillus sp.
se encontram na Tabela 6. De acordo com a analise de variancia pdde-se
observar que houve efeitos significativos dos tratamentos para o numero de

vilosidades intestinais nas fases de desenvolvimento das aves.

Aos 14 e 28 dias de idade, o numero de vilosidades do duodeno, jejuno e
ileo nao foi influenciado (P>0,05) pelos tratamentos, no entanto, houve um efeito
(P<0,05) aos 42 dias de idade (Tabela 6). Péde-se observar que o numero de
vilosidades no jejuno aumentou linearmente conforme as concentra¢des do
probidtico Paenibacillus sp. as quais apresentaram maior numero de vilosidades
aos 28 e 42 dias de idade, a mesma tendéncia se observou no duodeno e ileo
aos 42 dias de idade (P<0,05).

O numero de vilosidades no duodeno aos 42 dias de idade foi menor
(P<0,05) no controle positivo e nos niveis 30 e 45 ppm do probidtico
Paenibacillus sp.. No entanto, o controle negativo no duodeno, niveis de 45 e 60
ppm do probidtico Paenibacillus sp. no jejuno e nivel de 60 ppm no probidtico
Paenibacillus sp. no ileo, apresentaram médias maiores (P<0,05) no niumero de

vilosidades que o controle positivo.

Estes resultados concordam com Pelicano et al. (2005) que néao
constataram diferencas na densidade das vilosidades intestinais entre os grupos
que receberam probidticos ou prebidticos e controle negativo. Esses autores
sugerem a utilizagdo de MOS com um probiédtico ou varias culturas de probioticos
para obter maior densidade de vilosidade. Miles et al. (2006) relataram maior
numero de vilosidades do duodeno em aves mais jovens e que receberam
virginamicina. Porém os mesmos autores, ndo detectaram diferengas nesta
variavel na 12, 3 2 e 5 @ semana de vida utilizando virginamicina e bacitracina
contra um controle negativo sem aditivos em frangos de corte, assim mesmo, o
grupo do Pelicano et al. (2007) também nao observaram diferencas na

densidade das vilosidades intestinais entre os grupos aos 42 dias.
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Maior numero de vilosidades esta relacionado com maior area ou
superficie de absorgao. Neste estudo, observou-se que, os animais tratados com
Paenibacillus sp apresentaram maior numero de vilosidades o que acarretou em
melhor eficiéncia no aproveitamento dos nutrientes na fase de 36 a 42 dias de
idade.
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Tabela 6. Numero de vilosidades do intestino delgado de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com

diferentes niveis do probiodtico Paenibacillus sp.

Tratamentos 14 dias ' 28 dias ' 42 dias '
Duodeno  Jejuno lleo Duodeno  Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo
CP 13,26 14,53 13,26 13,69 15,32 15,18 16,032 16,55 15,38
CN 13,08 12,90 13,13 13,20 15,53 15,43 19,79% 16,46 16,46
30 15,32 16,14 13,50 16,38 17,48 16,65 16,412 18,79 16,70
45 13,48 15,75 15,32 15,25 19,54 15,56 16,702 20,292 16,86
60 15,14 14,86 13,70 16,75 19,09 17,45 17,07 20,942  19,33*
Teste F 0,92 1,32 0,78 2,02 2,74 1,17 4,13 5,00 2,30
Valor P 0,48 0,31 0,56 0,14 0,07 0,37 0,02 0,01 0,12
CV% 8,33 7,44 7,29 7,44 6,86 5,65 4,30 5,79 6,09
*Regressao
L 0,3854 0,1355 0,4369 0,0682 0,0148 0,2175 0,0237 0,0083  0,0507
Q 0,7670 0,0826 0,5714 0,5656 0,6177  0,7286 0,0673 0,8459 0,1156
Intercepto a - - - - 15,654 - 19,090 16,517 15,986
Coeficientes b - - - - 0,070 - -0,050 0,080 0,040

b2

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probidtico género Paenibacillus sp.

*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.

2°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Numero de células caliciformes do intestino delgado

De acordo com a analise de varidncia no numero de células caliciformes,
(Tabela 7) p6de-se observar que houve efeito (P<0,05) dos tratamentos no
duodeno, jejuno e ileo em todas as fases de criagdo. Sendo este efeito linear
para o numero de células caliciformes no duodeno e quadratico para o ileo nas
trés fases de criagdo. No entanto, o jejuno apresentou um efeito quadratico aos
14 dias e linear aos 42 dias de idade, mostrando, em média, a maxima resposta

ao nivel de 27 ppm de Paenibacillus sp.

Aos 14 dias de idade, o controle positivo e os tratamentos com niveis
crescentes do probiético Paenibacillus sp. no duodeno assim como, o nivel 30
ppm do probidtico Paenibacillus sp. no jejuno e ileo apresentaram menores
(P<0,05) numeros de células caliciformes que o controle negativo. O controle
negativo apresentou maior numero de células caliciformes (P<0,05) no duodeno,
no entanto, o nivel 30 ppm do probiético Paenibacillus sp. no jejuno e ileo foi
menor (P<0,05) que o controle positivo. Aos 28 dias de idade, os niveis 30 e 60
ppm do probidtico Paenibacillus sp. no duodeno assim como, o nivel 45 ppm do
probiotico Paenibacillus sp. no jejuno apresentaram maiores (P<0,05) numero
de células caliciformes, porém, os niveis 45 e 60 ppm do probidtico Paenibacillus
sp. apresentaram menor numero de células caliciformes (P<0,05) no ileo que o
controle negativo. No entanto, os niveis do probidtico Paenibacillus sp. no
duodeno e o 45 ppm do probidtico Paenibacillus sp. no jejuno apresentaram
maiores (P<0,05) numeros de células caliciformes que o controle positivo. Aos
42 dias de idade, o nivel 45 ppm do Paenibacillus sp. no duodeno e jejuno e o
nivel 60 ppm do probidtico Paenibacillus sp. no duodeno e ileo apresentaram
maiores (P<0,05) numero de células caliciformes que o controle negativo.
Porém, os niveis 45 e 60 ppm do probidtico Paenibacillus sp. no duodeno e 45
ppm do probidtico Paenibacillus sp. no jejuno, apresentaram maiores (P<0,05)

numero de células caliciformes que o controle positivo.

Estes resultados concordam com os observados por varios autores. Por
exemplo, Ashraf et al. (2013), encontraram diferengas no numero das células
caliciformes no duodeno, jejuno e ileo aos 42 dias de idade em frangos de corte

tratados com probidticos e mananoligasacarideos submetidos ao estresse
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térmico ciclico, pode ser atribuido a regulacdo da expressdo do gene que
promove producdo de mucina, aceleracdo da diferenciagdo e efeitos
imunoestimuladores dos probioticos, referenciado por (BAURHOO et al., 2007 e
SOLIS de los SANTOS et al., 2007). Utilizando um probiético (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum, e Enterococcus
faecium) em frangos de corte, Smirnov et al. (2005) reportaram diferencas no
numero de células caliciformes do jejuno e ileo sobre o tratamento com
avilamicina. Isto acontece devido as interacbes microbianas com a mucosa
devido a produgao de acido lactico pelo probidtico. Aliakbarpour et al. (2012)
encontraram diferengas do numero de células caliciformes no jejuno em frangos
de corte aos 42 dias de idade tratados com probioticos monobacterial (Bacillus
subtilis) e multibactéria (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium bifidum, e Enterococcus faecium), provavelmente também pela
producao de acido lactico pelo probidtico. Rodriguez-Lecompte et al. (2012)
encontraram diferencas no numero de células caliciformes no duodeno e jejuno
aos 11 e ileo aos 22 dias de idade em frangos de corte tratados com probidtico
a base de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Streptococcus faecium,
e Saccharomyces cerevisiae e acidos organicos a base de acido ascoérbico e
citrico. Assim, Bradley et al. (1994), observaram diferenga no numero de células
caliciformes em frangos de corte tratados com levedura (Yeast, Saccharomyces
cerevisiae var. Boulardii, Levucell SB20) aos 35 dias de idade, o que pode ser
indicativo de alteragao na ecologia da microbiota intestinal, Larson (1989), por
causa da menor concentragao de bactérias produtoras de metabolitos toxicos,
Radecki et al. (1992), ou pela habilidade da Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii de suprimir os efeitos destes metabolitos téxicos (STANLEY et
al.,1993).

Alguns pesquisadores ndo obtiveram estes efeitos, Reisinger et al. (2012),
estudaram o efeito de levedura (Yeast, Saccharomyces cerevisiae) em frangos
de corte e ndo observaram diferengas no numero de células caliciformes por vilo
no jejuno aos 35 dias de idade. Geier et al. (2011) ndo encontraram diferencas
no numero de células caliciformes no ileo em frangos de corte tratados com

lactoferrina aos 36 dias de idade.
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O muco representa a primeira e maior barreira contra agentes patégenos
ou infecdes no intestino e a producao deste esta relacionada com a quantidade
de células caliciforme, como esperado, o controle com lincomicina diminuiu a
quantidade de células caliciformes e a suplementacao de probidticos melhorou
ou manteve o numero de células caliciformes. A mudanga na composi¢ao da
microbiota pode ter gerado mudancga no pH do intestino e consequentemente um

aumento da células caliciformes.
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Tabela 7. Numero de células caliciformes do intestino delgado de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados

com probidticos contendo Paenibacillus sp.

14 dias 28 dias 42 dias
Tratamentos - - - - - -
Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo
CP 144,382 301,63 303,69 44,06 79,63 81,65 39,94 72,13 72,38
CN 198,02 302,88 324,25 45,69 93,19 101,88 40,81 67,19 67,75
30 141,442 206,06 231,252 72,302 90,31 73,842 42,25 76,87 68,48
45 143,382 271,69 283,69 58,29% 115,252 71,252 54,502 95,392 68,25
60 132,192 318,31 345,56 66,502 95,83 93,07 54,502 79,69 91,072
Teste F 7,10 12,80 11,36 9,99 4,59 4,60 4,14 2,55 2,87
Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0024  0,0027 0,0045 0,0468 0,0300
CV% 7,72 8,74 5,40 6,95 8,20 9,38 9,63 8,92 10,56
*Regressao
L <0,0001 0,4608 0,4508 0,0011 0,1478  0,0124 0,0048 0,0244 0,0191
Q 0,0860 <0,0001  <0,0001 0,0849 0,7552  0,0007 0,5436 0,1635 0,0183
Intercepto a 188,44 300,28 322,71 50,61 - 102,44 39,31 69,46 68,38
Coeficientes b -1,04 -5,67 -5,94 0,30 - -1,77 0,26 0,32 -0,60
b? - 0,1018 0,1066 - - 0,0262 - - 0,0159

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probidtico género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) néo foi parte da analise de regressao.

3°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Numero de células de Kupffer do figado

O numero de células de Kupffer no figado dos frangos de corte machos
nas idades de 14, 28 e 42 dias, submetidos a dietas experimentais se encontram
na Tabela 8. De acordo com a analise de variancia péde-se observar que houve
efeito (P<0,05) dos tratamentos para o numero de células de Kupffer no figado

nas diferentes fases de desenvolvimento das aves.

Através da analise de regresséo, pode-se observar que o numero de
células de Kupffer apresentou efeito quadratico (P<0,05) dos niveis de incluséo
do probidtico Paenibacillus sp. com a maxima resposta ao nivel de 57 e 35 ppm
do probidtico Paenibacillus sp. aos 14 e 28 dias de idade, respectivamente, no
entanto, houve um efeito linear (P<0,05) com aumento do numero das células
de Kupffer conforme os niveis do probidtico Paenibacillus sp. foram mais
elevados (K = 35,84 + 0,1919 P, R? = 0,69) aos 42 dias de idade.

Aos 14 dias de idade, o numero de células de Kupffer foi maior (P<0,05)
para os niveis do probidtico Paenibacillus sp. que o controle negativo, assim
como frangos tratados com 45 e 60 ppm do probidtico Paenibacillus sp.
apresentaram maior (P<0,05) numero de células de Kupffer que o controle
positivo. Aos 28 dias de idade, aves tratadas com os niveis do probiotico
Paenibacillus sp. e controle positivo apresentam maior numero (P<0,05) de
células de Kupffer que o controle negativo, no entanto, aves percententes aos
controle negativo apresentaram menor (P<0,05). Ja os frangos tratados com 30
ppm de Paenibacillus sp. tiveram maior (P<0,05) nimero de células de Kupffer
que o controle positivo. Aos 42 dias de idade, o controle positivo e os niveis 30
e 60 ppm do probidtico Paenibacillus sp. proporcionaram maior (P<0,05) numero
de células de Kupffer que o controle negativo, porém, o controle negativo

apresentou menor (P<0,05) numero de células de Kupffer que o controle positivo.

Neumann et al. (1998) encontraram maior numero de células de Kupffer
no figado de ratos tratados com Lactobacillus acidophilus UFV-H2b20 em
comparagao com ratos livre de micro-organismos, que pode explicar uma melhor
capacidade de eliminagao de agentes patégenos. Rishi et al. (2011) encontraram
menor numero de células de Kupffer necroticas em ratos tratados com

Lactobacillus plantarum e Lactobacillus plantarum e L-arginina induzidos com
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uma endotoxina bacterianallipopolisacarideo (LPS), que pode ser devido a
sintese de mediadores anti-inflamatérios e melhora na resposta de citoquinas
(FU et al., 2005).

As células de Kupffer desempenham um papel importante na destruigao
de patogenos (BEATTIE et al., 2010). Neste estudo, houve melhora do
desempenho na fase final (36 a 42) dias, isto também pode ser explicado pelo

aumento do numero de células de Kupffer na ajuda contra os patégenos.
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Tabela 8. Numero de células de Kupffer do figado de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com probiéticos

contendo Paenibacillus sp.

Células de Kupffer

Tratamentos 14 dias 28 dias 42 dias
CP 29,25 38,672 44,332
CN 21,25 29,50% 34,25%
30 37,932 53,253 46,252
45 53,003 42,002 41,50
60 45,253 43,252 47,252
Teste F <0,0001 <0,0001 0,0043
Valor P 30,16 34,82 6,21
CV% 8,28 3,75 5,10
*Regressao
L <0,0001 <0,0001 0,0014
Q 0,0090 <0,0001 0,2078
Intercepto a 20,44 30,26 35,84
Coeficientes b 0,96 1,05 0,19
b? -0,0084 -0,015 -

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probidtico género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.

2°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Area total, perimetro e didametro dos acinos serosos do pancreas

As medidas da area total, perimetro e didmetro dos acinos serosos do
pancreas de frangos de corte machos nas idades de 14, 28 e 42 dias, tratados
com o probidtico Paenibacillus sp. encontram-se na Tabela 9. Péde-se observar
que houve efeito significativo dos tratamentos para todos os parametros nas

fases de desenvolvimento das aves.

A area total, perimetro e didametro apresentaram efeito significativo
(P<0,05) dos tratamentos aos 14 dias com efeito linear para a area total e efeito
quadratico com maxima resposta ao nivel de 33 ppm do probidtico Paenibacillus
sp. para o perimetro e didmetro nos acinos serosos. Aos 28 dias de idade, houve
efeito significativo (P<0,05) no perimetro e didmetro nos acinos serosos com
maxima resposta ao nivel de 24 ppm de Paenibacillus sp.. Aos 42 dias de idade,
nao houve efeito significativo (P>0,05) dos tratamentos nas variaveis estudadas.
Aos 14 dias de idade, a area total, perimetro e didametro dos acinos serosos em
aves tratadas com 45 ppm do probidtico Paenibacillus sp. e perimetro do nivel
de 30 ppm do probiético Paenibacillus sp. foram maiores (P<0,05) que o controle
negativo e positivo, respectivamente. Aos 28 dias de idade, o nivel 30 ppm do
Paenibacillus sp. proporcionou maior (P<0,05) perimetro dos acinos serosos que
o controle positivo. Aos 42 dias de idade, o nivel 45 ppm do probidtico
Paenibacillus sp. apresentou menor (P<0,05) perimetro dos acinos serosos que
o controle negativo, porém, o nivel 30 ppm do probidtico Paenibacillus sp.

apresentou maior perimetro (P<0,05) que o controle positivo.

Estes dados concordam com os observados por, Dorigan et al. (2011),
que encontraram diferencas da area, perimetro, didmetro nos acinos serosos em
frangos de corte tratados com feno de folhas de amoeira aos 21 dias de idade,
como consequéncia de desorganizagao tecidual que provocou hiperplasia e
compressao celular. A funcdo secretora do pancreas pode ser medida pela
quantidade de liberagdo da amilase, Linari et al. (2001), e isto pode explicar a
relacdo de um aumento dos acinos serosos e a atividade da amilase neste

experimento (Anexo 1 e 2).
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Tabela 9. Area total (AT), perimetro (PE) e didmetro (D) dos 4cinos serosos no pancreas de frangos de corte machos aos 14, 28 e

42 dias de idade tratados com probidticos contendo Paenibacillus sp.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos AT PE D AT PE D AT PE D
CP 167,85 52,18 19,09 258,42 66,43 25,29 326,55 73,62 28,25
CN 168,06 52,00 19,22 257,38 68,19 26,03 332,54 76,27 29,01
30 177,36 56,143 20,57 251,87 70,18* 26,54 334,54 77,94 29,43
45 178,223 56,173 21,023 257,18 67,80 26,09 326,58 73,182 27,72
60 175,61 52,97 19,68 250,79 65,56 24,69 323,66 75,40 28,51
Teste F 3,00 7,08 3,30 0,78 4,20 2,56 1,15 4,87 1,64
Valor P 0,0200 0,0038 0,0398 0,5500 0,0232 0,0393 0,3300 0,0009 0,1600
CV% 1,73 1,48 2,34 1,56 1,34 1,79 1,30 1,18 1,82
*Regressao
L 0,0389 0,1513 0,2336 0,4454 0,0793 0,0769 0,1083 0,1134 0,2076
Q 0,0976 0,0019 0,0311 0,9826  0,0201 0,0198 0,3069 0,5112 0,7749
Intercepto a 170,04 51,95 19,17 - 68,25 26,02 - - -
Coeficientes b 0,1413 0,2802 0,1004 - 0,1505 0,0616 - - -
b? - -0,0043  -0,0015 - -0,0033 -0,0014 - - -

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probidtico género Paenibacillus sp.

*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.

2 Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Area total, perimetro e diametro das ilhotas pancreaticas (Langerhans)

As medidas da area total, perimetro e didametro das ilhotas pancreaticas
(Langerhans) dos frangos de corte machos nas idades de 14, 28 e 42 dias,
submetidos a niveis do probidtico Paenibacillus sp. encontram-se na Tabela 10.
De acordo com a analise de variancia pdde-se observar que houve efeito
significativo dos tratamentos para todas as medidas registradas nas diferentes

fases de desenvolvimento das aves.

Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos na area total, perimetro e didametro
das células pancreaticas aos 14 dias e a area total aos 42 dias de idade. Através
da andlise de regressdo, houve efeito (P<0,05) quadratico na area total
mostrando em média a maxima resposta ao nivel de 27 ppm de Paenibacillus
sp. aos 14 e 42 dias de idade e um aumento linear (P<0,05) na resposta no
perimetro e didmetro das ilhotas pancreaticas aos 14 dias de idade. O nivel de
60 ppm do probidtico Paenibacillus sp. apresentou maior area total, perimetro e
didmetro (P<0,05) das ilhotas pancreaticas que o controle negativo e positivo
aos 14 dias de idade, respectivamente. Aos 42 dias de idade, os niveis 30 e 45
ppm do probiotico Paenibacillus sp. na area total e nivel 30 ppm do probidtico
Paenibacillus sp. e controle negativo no perimetro foram menores (P<0,05) que
o controle positivo. Em quanto, o nivel 30 ppm do probidtico Paenibacillus sp. e
o controle positivo apresentaram menor e maior (P<0,05) area total e perimetro

que o controle negativo, respectivamente.
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Tabela 10. Area total (AT), perimetro (PE) e diametro (D) das células pancreaticas (ilhotas de Langerhans) de frangos de corte

machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com probiéticos contendo Paenibacillus sp.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos AT PE D AT PE D AT PE D
CcpP 354834 69941 25290 519003 82686 29268 500101 853302 30682
CN 354835 68873 25198 426505 77121 27703 442580 77199 28114
30 297524 71720 26207 472711 85137 29971 3687452  76709* 28032
45 318760 71127 26007 425154 82330 28630 385755% 78918 28408
60 444285 818623 297293 490251 84594 30167 447858 83763 30245
Teste F 5,43 4,34 3,55 1,26 1,09 0,96 4,08 1,90 1,35
Valor P 0,0108 0,0021 0,0079 0,3385 0,396 0,4276 0,0033 0,1107  0,2527
CV% 7,16 3,85 4,31 8,28 3,69 3,56 6,10 3,55 3,76
*Regressao
L 0,024 0,003 0,008 0,409 0,146 0,149 0,804 0,127 0,224
Q <0,0001 0,078 0,121 0,863 0,434 0,719 0,007 0,226 0,295
Intercepto a 356291 67247 24635 - - - 442830 - -
Coeficientes b -6059,57 181,49 63,40 - - - -5110,05 - -
b? 123,95 - - - - - 86,36 - -

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60
ppm do probidtico género Paenibacillus sp.
*Tratamento controle positivo (CP) néo foi parte da analise de regressao.

8°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Atividade enzimatica do pancreas

As atividades das enzimas pancreaticas aos 28 e 42 dias de idade sao
apresentadas na Tabela 11 (umol/min/mg proteina) e Tabela 12 (Unidades totais

micromols) em frangos de corte submetidos a dietas experimentais.

A analise de variancia da atividade de enzimas pancreaticas (Tabela 11)
revelarou que, exceto para a amilase (P<0,05) aos 28 dias de idade, ndo houve efeito
(P>0,05) dos tratamentos em todas as fases de criagdo. A amilase apresentou um
efeito linear e quadratico (P<0,05) pelos niveis de Paenibacillus sp. aos 28 e 42 dias
de idade. Houve resposta positiva com o aumento dos niveis do probidtico
Paenibacillus sp. (Amilase = 149,46 + 0,64 P, R? = 0,32) com resposta enzimatica
maxima em aves tratadas com 37 ppm do probidtico Paenibacillus sp. (Amilase =
253,65 — 4,26 P + 0,058 P?, R? = 0,93). Em comparagdo com o controle negativo, o
nivel 45 ppm do probidtico Paenibacillus sp. acarretou aumento (P<0,05) da atividade
da amilase aos 28 e quimotripsina aos 42 dias, no entanto, a amilase foi menor que o

controle negativo aos 42 dias de idade em frangos de corte.

Nao houve efeito (P>0,05) dos tratamentos em todas as variaveis enzimaticas
aos 28 e 42 dias de criagao (Tabela 12). Foi observada diminuigdo (P<0,05) quadratica
da amilase com o aumento dos niveis do probidtico Paenibacillus sp. (amilase =
4577,13 + 116,96 P - 1,781 P2, R2 =0,64) com resposta enzimatica minima ao nivel
de 33 ppm do probidtico Paenibacillus sp., e linear (P<0,05) na quimotripsina (296,03
—-1,62 P, R? =0,50). A quimotripsina aos 42 dias apresentou maior (P<0,05) atividade

enzimatica sobre o controle negativo.

Resultados similares tem sido documentados por varios autores do efeito do
probidticos na atividade enzimatica do pancreas em termos de atividade proteolitica.
Por exemplo, Matur et al. (2007), ndo encontraram diferengas na atividade da amilase,
tripsina e quimotripsina em frangos de corte aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados
com probidticos a base de Enterococcus faecium NCIMB10415 (Cylactin, Roche),
talvez porque os probidticos podem afetar a biossintese das enzimatica pancreaticas,
devido ao seus efeitos na microbiota intestinal. Assim, Pinheiro et al. (2004),

encontraram aumento na atividade das enzimas pancreaticas em aves submetidas a
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restricdo alimentar e suplementacdo do complexo enzimatico (Aspergillus oryzae,
Bacillus subtilis), isto pela presengca do alimento por maior tempo no trato
gastrintestinal e a capacidade de adaptacéo do trato gastrintestinal como resposta as
trocas metabdlicas e fisiolégicos. Foram encontradas diferengas na atividade da
amilase em aves tratadas com diferentes niveis de cisteamina (derivado do
metabolismo da cisteina), como consequéncia de uma deplecdo da somastotatina
pela cisteamina que pode causar uma melhora do trato gastrintestinal, digestdo das
enzimas e incremento das enzimas pancreaticas e intestinais (YANG et al., 2006).
Lima et al. (2003) ndo encontrou efeito do probidtico (Bacillus subtilis) sobre a

atividade enzimatica da amilase pancreatica das aves.

No entanto, varios pesquisadores tem relatado que ndo existem efeitos dos
probidticos na atividade de enzimas pancreaticas. Nesse sentido, Zhang et al. (2012)
nao encontraram diferencgas na atividade da amilase pancreatica em aves alimentadas
com folhas de ginkgo aos 42 dias de idade. Feng et al. (2007) trabalhando com farelo
de soja e fermentado de farelo de soja (com Aspergillus oryzae 3.042) ndo observaram
diferencas na atividade da amilase aos 21 e 42 dias, no entanto, encontraram uma
diminui¢do na atividade da tripsina aos 21 dias de idade, por causa da presenga de
inibidores de tripsina ou outros fatores antinutricionais. Da mesma forma, Mahmood
et al. (2007), observaram diferencas na atividade da quimotripsina aos 42 dias de

idade tratados com salseed (Shorea robusta) em frangos de corte.

Com excecao da agua e de minerais, os animais dependem da agao de
enzimas pancreaticas, as quais desempenham papel importante na digestdao e
absorgao de nutrientes. Neste estudo, o aumento da atividade da amilase sugere que
houve maior digestdo do amido o que pode ter melhorado a absor¢ao, diminuindo a
viscosidade da digesta e acarretando melhora significativa da conversao alimentar na

fase final de criagao.
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Tabela 11. Atividade de enzimas pancreaticas (umol/min/mg proteina) aos 28 e 42 dias de idade em frangos de corte submetidos a

niveis do probiotico Paenibacillus sp.

Tratamentos 28 dias 42 dias
Peso pancreas (g) Amilase Tripsina Quimotripsina Amilase Tripsina Quimotripsina
CP 3,52 179,19 24,08 6,84 198,05 18,78 10,13
CN 3,23 144,47 26,23 8,33 252,10 16,44 7,36
30 3,61 161,48 22,13 7,55 187,55 15,88 8,32
45 3,36 212,452 19,20 8,09 167,572 18,27 12,602
60 2,93 165,68 24,34 5,38 212,56 21,19 9,01
Teste F 3,89 0,40 1,19 2,51 0,67 2,11
Valor P 0,02 0,81 0,36 0,09 0,63 0,14
CV% 7,60 18,49 15,41 10,29 13,66 15,92
*Regressao
L 0,031 0,561 0,079 0,0581 0,146 0,123
Q 0,097 0,386 0,253 0,054 0,237 0,434

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 60: 60

ppm do probidtico género Paenibacillus sp.

*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.
8Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Tabela 12. Atividade de enzimas pancreaticas (unidades totais micromols) aos 28 e 42 dias de idade em frangos de corte

submetidos a niveis do probidtico Paenibacillus sp.

Tratamentos 28 dias 42 dias
Peso pancreas (g) Amilase Tripsina Quimotripsina Amilase Tripsina  Quimotripsina

CpP 3,52 6407,11 861,27 243,27 7812,02 758,36 422,38

CN 3,23 4687,26 868,15 271,77 11035,00 717,43 329,90

30 3,61 5822,54 795,28 274,96 8169,51 700,63 378,50

45 3,36 7115,37 662,13 264,57 8418,30 889,70 621,632

60 2,93 4853,78 725,49 153,45 9378,92 939,72 394,02
Teste F 2,01 0,28 1,64 1,91 0,89 2,36
Valor P 0,1442 0,888 0,216 0,164 0,495 0,124
CV% 12,87 22,61 17,23 10,89 13,92 20,46

*Regressao

L 0,354 0,469 0,051 0,166 0,081 0,158
Q 0,047 0,854 0,070 0,123 0,366 0,352

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; 45: 45 ppm do probidtico género Paenibacillus

sp.; 60: 60 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.

*Tratamento controle positivo (CP) nao foi parte da analise de regresséo.

3°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que o probidtico Paenibacillus sp. nao afetou o desempenho,
no entanto, influenciou a morfometria intestinal e na atividade das enzimas

pancreaticas em frangos de corte.

Na ultima fase, a conversao alimentar melhorou proporcionalmente em relagao
aos niveis de probidticos oferecidos na ragdao. O probidtico Paenibacillus sp. néao
interferiu no comprimento das vilosidades intestinais. No entanto, pode-se observar
um aumento e diminuigdo da largura das vilosidades duodenais aos 14 e 28 dias de
idade, respectivamente. Aos 42 dias, o numero de vilosidades jejunais e do ileo

aumentou a medida em que se adicionaram niveis crescentes de probioticos.

Aos 14 dias, as células caliciformes foram mais abundantes nas algas
duodenais das aves do controle negativo e menos frequentes no jejuno e ileo das
aves tratadas com 30 ppm do probidticos Paenibacillus sp.. Porém, no tratamento com
30 ppm de probidtico, a ave apresentou maior superficie intestinal (Anexo 5), o que
permite inferirmos que ha uma dispersao das células caliciformes na area especifica
analisada. Aos 28 dias observamos uma tendéncia de aumento das células
caliciformes, consolidando efetivamente aos 42 dias nas trés regides analisadas
(duodeno, jejuno e ileo). Baseado no aumento do numero das células caliciformes,
das vilosidades e do aumento da largura das vilosidades associadas a melhor
conversao alimentar na fase final, concluimos que o uso de probidticos favoreceu a
morfometria intestinal, e, consequentemente, proporcionou as aves melhor
desempenho nesta fase. Diante disso, sugerimos que as respostas morfométricas
intestinais interferiram positivamente no desempenho das aves na ultima fase de
desenvolvimento (36 a 42 dias), desencadeando melhor conversao alimentar, e,

consequentemente, melhores resultados de desempenho.

A falta de respostas dos probiodticos nas fases de 14 e 28 dias pode ser
justificada pelo periodo de adaptagdo e pelos mecanismos de exclusdo competitiva
do Paenibacillus sp. junto a microbiota intestinal, manifestando-se positivamente aos
42 dias.
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O nivel crescente de probiodtico Paenibacillus sp. na ragao induziu ao mesmo
padrao de resposta em relacdo ao numero de células de Kuppfer, proporcionando,
provavelmente, melhor resposta imunolégica da ave, devido a maior atividade
fagocitica de micro-organismos, 0 que acarretou em manutengcdo da homeostase

intestinal.

Aos 28 dias, o tratamento com probidticos favoreceu o aumento da atividade
amilasica no pancreas, corroborando com as respostas dos parametros morfométricos
dos acinos serosos, refletindo, consequentemente, em melhor metabolismo e maior
aproveitamento de carboidratos da dieta resultando em melhor conversao alimentar

na fase final.
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CAPITULO 3 - AVALIAGAO DE DOIS PROBIOTICOS (Paenibacillus sp. e Bacillus
subtilis), ACIDO CITRICO e LINCOMICINA SOBRE O DESEMPENHO,
MORFOMETRIA INTESTINAL, HEPATICA E PANCREATICA E ATIVIDADE
ENZIMATICA DE PANCREAS EM FRANGOS DE CORTE

Resumo - Acidos organicos e probidticos sdo considerados aditivos
alternativos aos antibioticos promotores de crescimento. Seus mecanismos de agao e
eficacia sado variaveis e poderiam ser melhor compreendidos. O objetivo do
experimento foi de avaliar o efeito da adigdo de dois probidticos (Paenibacillus sp. e
Bacillus subtilis), acido citrico e lincomicina no desempenho, morfometria intestinal,
do figado e pancreas e atividade pancreatica em frangos de corte. Foram utilizados
400 pintinhos machos Ross 308 e distribuidos em 20 boxes com cama reutilizada e
alimentados com uma dieta a base de milho e farelo de soja (DB) contendo
salinomicina. Os cinco tratamentos avaliados foram controle negativo (CN) sem
aditivos, controle positivo com lincomicina (CP), acido citrico, Paenibacillus sp. e
Bacillus subtilis (GalliPro®). Para os parametros de desempenho foram avaliados o
ganho de peso (GP), consumo de racao (CR) e conversdo alimentar (CA) corrigido
pela mortalidade na fase inicial (1 a 21 d), crescimento (22 a 35 d) e final (36 a 42 d)
e todo o periodo de criagdo de 1 a 42 e 1 a 49 dias de idade. Aos 14, 28 e 42 dias de
idade amostras de intestino de uma ave por boxe foram coletadas e avaliou-se o
comprimento, largura, densidade e numero de células caliciformes do duodeno, jejuno
e ileo. Aos 28 e 42 dias de idade, foram avaliadas a amilase, tripsina e quimotripsina
pancreatica. Os dados foram analisados num delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com contrastes ortogonais contra o controle positivo e negativo
respectivamente. Nao houve efeitos (P>0,05) entre os tratamentos para o ganho de
peso, consumo de racdo e conversao alimentar em todas as fases avaliadas nem
durante o periodo total de criacdo, exceto para conversao alimentar na fase final que
foi melhor (P<0,05) no controle positivo que o controle negativo. Isto indica que todos
os aditivos ndo melhoraram o desempenho em comparagao ao controle negativo. A
morfometria das vilosidades foi afetada (P<0,05) pelos tratamentos durante a fase
inicial. Frangos de corte alimentados com dieta contendo Paenibacillus sp. tiveram
maior largura de vilosidades que o controle positivo. O comprimento das vilosidades

foi menor em aves tratadas com Paenibacillus sp. e acido citrico. Os frangos tratados
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com acido citrico tiveram maior numero de células caliciformes no duodeno e jejuno
aos 14 e 28 dias de idade. Os tratamentos nao influenciaram (P>0,05) a atividade

enzimatica do pancreas.

Palavras-chave: acido organico, células hepaticas, enzimas pancreaticas, densidade

e vilosidade.
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EFFECTS OF TWO PROBIOTICS (Paenibacillus sp. e Bacillus subtilis) CITRIC
ACID and LINCOMYCIN ON PERFORMANCE AND GUT, LIVER AND PANCREAS
MORPHOMETRIC AND PANCREATIC ENZYMES ACTIVITY ON BROILERS

Summary - Acidifiers and probiotics are considered alternative feed additives
(FA) for growth promotant antibiotics. Their mechanisms of action and efficacy are
variable and should be better understood. One experiment aimed to evaluate the
effects of the dietary addition of two probiotics (Paenibacillus sp. and Bacillus) and
citric acid on broiler performance, intestinal, hepatic and pancratic morphometrics and
pancreatic enzyme activity. Four hundred d-old male Ross 308 chicks were placed in
20 floor pens with reused litter and fed common corn-soybean basal diets (BD) that
contained salinomycin. The five treatments evaluated were a negative control (NC)
without FA, a positive control with lincomycin (PC), citric acid, Paenibacillus sp. and
Bacillus subtilis (GalliPro®). BW, feed intake (FI) and FCR corrected by mortality were
evaluated at starter (1-21d), grower (22-35d) and finisher (36-42d) phases and the
whole grow out. At 14, 28 and 42d intestinal samples of one chicken per pen were
collected to evaluate villi height and width and goblet cells in the duodenum, jejunum
and ileum. At 28 and 42d of age, pancreatic amylase, trypsin and chymotrypsin
activities were evaluated. Data were analyzed in a CRD with orthogonal contrasts
against the positive control. No significant effects (P>0.05) of treatments were
observed on BWG, Fl or FCR in all phases evaluated or the whole grow out, except
that FCR in the finisher phase was better (P<0.05) in the PC than the NC. This
indicates that all FA did not improve live performance compared to the NC. Villi
morphometrics was affected (P<0.05) by treatments during the starter phase. Broilers
fed diets containing Paenibacillus sp. had wider villi than broilers from the PC. Villi
height was decreased by Paenibacillus sp. and citric acid. Citric acid increased the
number of goblet cells in the duodenum and jejunum at 14 and 28d. Treatments did

not affect (P>0.05) pancreatic enzyme activity.

Keywords: Organic acid, hepatic cells, pancreatic enzymes, density, and villi.
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1. INTRODUCAO

O promotor de crescimento € um microbiano administrado durante um periodo
de tempo (aditivo nutricional) para melhorar o crescimento animal. A era dos
antibioticos promotores de crescimento (APC) comegou em 1946 com as melhores
respostas em crescimento com o uso de estreptomicina em frangos de corte, desde
entdo, os antibidticos tem sido usados como aditivo no alimento ou agua na produgao
de animais (aves, suinos e ruminantes) ao longo de décadas, trazendo beneficios
como manutenga na saude animal, altos niveis de produgéo e reducdo de agentes
patdgenos de origem animal (MATHEW et al., 2007). Embora alguns sejam usados
terapeuticamente para favorecer a saude e bem-estar dos animais, a maioria é
utilizada com fins profilaticos para promover aumento na taxa de crescimento e
eficiéncia alimentar (APC). Esta interagcdo com a microbiota intestinal resulta em
melhor digestao, absorgéo e metabolismo de nutrientes como carboidratos, proteinas,
aminoacidos, minerais e vitaminas. Além de melhor aproveitamento dos alimentos,

menor uso de ingredientes na ragao e perdas nas excretas.

O uso generalizado dos antibiéticos tem gerado uma preocupacgao crescente
em relagéo a de micro-organismos resistentes (SWARTZ, 2002; THRELFALL, 2002).
Esta situacao € vivenciada pelos consumidores, e, também esta relacionada com
pressdes politicas, tem resultado numa proibigdo no uso (APC). Entendendo como
resisténcia, as concentragdes minimas inibitérias (CMI), ha evidéncias de que genes
de resisténcia aos antibidticos podem ser ou s&o transmitidos para bactérias
anteriormente sensiveis, sendo ameaca a saude humana e animal (MONTAGNE et
al. 2003). O uso inapropriado dos antibiéticos tem sido definido pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) como: dosagem inadequada, sobre ou sub prescrigcéo,
escolha incorreta da droga, incorreta duracéo do tratamento, desnecessaria utilizagao
de medicamento (WHO, 2001). Desde 2006, todos os promotores de crescimento tem
sido proibidos na Unido Europeia, regulamento (N° 1831/2003). Por tanto, o uso de
antibidticos na pecuaria esta sendo reduzindo como ja demostrado por Dinamarca,

Suécia e Suiga.

Por estas circunstancias, tem sido realizadas cada vez mais investigagdes

sobre probioticos, prebidticos, acidos organicos, enzimas e fitoterapicos na
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alimentacdo animal, na diminuicdo da carga de patdogenos, melhora da saude
intestinal (exclusdo competitiva) e na formagao de metabolitos secundarios para um
melhor desempenho do animal. Enquanto os probidticos e prebidticos podem ser
usados em simbiose, os probidticos tem demonstrado alto potencial como alternativa
aos antibidticos, Independente do motivo pelo qual as bactérias tornam-se resistentes
aos antibidticos ou o fato que o uso de APC aumenta o desenvolvimento da
resisténcia, deve-se encontrar estratégias alimentares alternativas para manter o
desempenho similar quando com APC. O objetivo do experimento foi de avaliar o
efeito da adigao de dois probidticos (Paenibacillus sp. e Bacillus subtilis), acido citrico
e lincomicina na alimentagcdo de frangos de corte no desempenho, morfometria

intestinal, do figado e pancreas e atividade pancreatica em frangos de corte.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aves e manejo

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal/SP. Todas as praticas relacionadas ao
projeto de estudo foram aprovadas pela Comissdo de ética no uso de animais da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, protocolo N°
014237/13. O galpao usado foi tipo tunel com cortinas laterais e exaustores. Foram
utilizados 20 parcelas com 20 aves cada, totalizando 400 pintinhos de corte machos
da linhagem Ross 308 procedentes de incubatério comercial, criados de um até os 49

dias de idade distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado.

A cama foi reutilizada, sendo cama de terceiro uso misturada com cama de
matrizes de um ano de uso, a qual ndo teve nenhum tipo de tratamento prévio,
composta de maravalha e distribuida de modo que todos os tratamentos tiveram a
mesma quantidade inicial deste material. Nas duas primeiras semanas de idade das
aves, utilizaram-se nipples e comedouros tubulares infantis os quais foram

substituidos gradativamente por comedouros tubulares com capacidade para 20 kg
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de racao, apos a primeira semana de idade. O programa de luz e temperatura foi feito
segundo protocolo de Bem-Estar para frangos e Perus, UBA (2008), o aquecimento
foi através de lampadas infravermelho de 250 watts. Foi registrada diariamente a
temperatura ambiente e umidade relativa do ar (manha e noite), utilizando-se
termohigrémetros digitais distribuidos em trés pontos do galp&o aproximadamente a

10 cm da cama.

As racbes experimentais foram isoproteicas e isoenergéticas dentro de cada
fase de criacgdo: inicial (1 a 21 dias de idade), crescimento (22 a 35 dias de idade) e
final (36 a 49 dias de idade) e foram formuladas seguindo a composigdo de
ingredientes e os niveis nutricionais indicados por (ROSTAGNO et al., 2011) (Tabela
1). A racao e agua foram fornecidas ad libitum durante o periodo de criacdo. Os
pintinhos foram vacinados contra a doenga de Marek, Gumboro e Bouba Aviaria no
incubatdrio, seguindo-se da vacinagao no 7° e 21° dias de idade contra a doencga de
Gumboro e no 7° dia de idade contra a doenca de Newcastle. As vacinas foram
realizadas durante o periodo experimental via agua de bebida, utilizando leite em pé

como veiculo (2g/L).

2.2. Delineamento experimental e tratamentos
2.2.1. Andlise estatistica
2.2.1.1. Andlise de variancia

O analise de variancia incluiu cinco tratamentos e quatro repeticdes e
utilizando-se o procedimento GLIMMIX do SAS Versao 9,3 (SAS, 2011). Usou-se o
teste de Dunnett ao 5% de significancia e da média dos minimos quadrados
(LSMEAN) para comparacéo de medias dos tratamentos com o controle positivo. Para
as variaveis que tiveram varias medigdes em cada repetigado usou-se a repeticdo como

fator residual randomizado.

Testaram-se as pressuposicdées de normalidade dos erros estudentizados
(teste de Cramer-Von-Mises) e de homogeneidade das variancias (teste de Brown-
Forsythe) (LITTELL et al., 2002). A diferenga minima significativa (LSD) foi calculada
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usando os efeitos dos erros padrao que foi considerado significativo nas analise de
variancia (P<0,05) nivel de probabilidade. (DUNNETT, 1955, 1964).

Os tratamentos foram os seguintes:

o T1: Controle positivo (lincomicina, 20g/t);

. T2: Dieta controle sem aditivo;

o T3: 30 ppm/t de probidtico género Paenibacillos sp.;
. T4: Acido citrico, (150g/t);

o T5: GalliPro® (Bacillus subtilis, 1kg/t);

2.3. Desempenho das aves

Foram avaliadas como caracteristicas de desempenho, o consumo de ragéo, o
ganho de peso e a conversao alimentar (kg ragao/kg peso) durante todas as fases e
o ciclo completo de criacao, neste ultimo foram avaliados os parametros de viabilidade

e o indice de eficiéncia produtiva.

O ganho de peso (GP) foi obtido pela diferenga entre o peso ao final de cada
periodo e o peso inicial no alojamento, ou no inicio de cada periodo. O consumo de
ragao (CR) foi calculado pela diferenga entre o total de ragao fornecida e as sobras de
racao no final de cada periodo, corrigidos pelo numero das aves mortas. A conversao
alimentar (CA) foi calculada pela razdo entre o total de ragao fornecida e o ganho de

peso no periodo, e corrigida pelo numero das aves mortas.

2.4. Morfometria intestinal, hepatica e pancreatica

2.4.1. Coleta de amostras para analise do intestino delgado

Para as analise histologicas do intestino, aproximadamente dois centimetros
da porgéo média do duodeno, jejuno e ileo de 4 aves por tratamento, foram coletadas
aos 14, 28 e 42 dias de idade e armazenados em frascos com solugéo de Bouin. Apos
de 24 horas, os fragmentos foram seccionados transversalmente imersos em alcool

etilico a 70% para remogao do fixador e desidratadas em séries crescentes de alcoois
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(70%, 80%, 90%, 95% e Absoluto I, Il, Ill), diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. A seguir, foram realizados de cada bloco histolégico, quatro cortes
semiseriados de sete um de espessura com intervalo de dez depreciacdes, de cada
animal, para os cinco tratamentos dispostos sob as Iaminas histolégicas, totalizando
180 blocos (3 6rgaos x 3 idades x 4 aves x 5 tratamentos), posteriormente corados
segundo a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) (BEHMER et al., 1976).

Para a determinagéo das células caliciformes foi usado o método de coloragéo
pelo Periodic Acid Schiff (PAS), para detec¢do de mucinas neutras, ou Alcian Blue
(AB) pH 2,5, para detecgao de mucinas acidas, segundo (McMANUS, 1948 e LEV e
SPICER, 1964). Posteriormente, o material foi acondicionado em caixas histolégicas
numeradas de acordo com os tratamentos. As laminas devidamente coradas foram
analisadas ao microscopio 6ptico. A nomenclatura anatdmica utilizada foi a de
(BAUMEL, 1993). As 720 (180 blocos x 4 cortes) imagens pertinentes a avaliagao
morfométrica foram capturadas com o auxilio da microcamera Olympus DP 11
acoplada ao microscoépio e armazenadas em um cartdo de memoria. As imagens, de
interesse, do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) das aves foram descarregadas
em um microcomputador e analisadas com o auxilio do software Image Plus, Media
Cybernetics, Brasil, versao 4.1. As caracteristicas morfométricas do duodeno, jejuno
e ileo avaliadas incluiram o comprimento, a largura, o numero de vilosidades e numero

de células caliciformes.

2.4.2. Coleta de amostras do figado e pancreas

Para analise dos parametros morfométricos do figado e pancreas, quatro aves
de cada tratamento foram sacrificadas aos 14, 28 e 42 dias de idade. Foram extraidas
amostras de aproximadamente dois cm? do pancreas e do lobo esquerdo do figado e
fixadas em solugao de Bouin por 24 horas. Posteriormente foram lavadas em alcool
70% para retirada do fixador e desidratadas em série crescente de alcoois,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A seguir, foram realizados de cada bloco
histoldgico, quatro cortes histoldgicos de sete ym de espessura, de cada animal, para

os cinco tratamentos utilizados e colocados nas laminas histolégicas totalizando 120
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blocos (2 6rgaos x 3 idades x 4 aves x 5 tratamentos) realizando cortes histolégicos
semi seriados com intervalo de dez depreciagcbes com espessura de sete um,
posteriormente corados segundo a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) (BEHMER
et al., 1976). Em relagdo aos parametros hepaticos foi analisado o numero de células
de Kupffer do figado. Com relagdo aos parametros pancreaticos foram medidas a

area, diametro e perimetro das ilhotas de Langerhans e dos acinos serosos.

2.5. Atividade enzimatica

Os pancreas foram coletados, pesados, identificados, acondicionados em
papel aluminio, congelados e transportados em nitrogénio liquido para o laboratério,
onde foram armazenados em freezer a -70°C. No laboratério de enzimologia aplicada
(LEA), os pancreas foram descongelados, o tecido adiposo aderente ao pancreas
removido, e, uma amostra do tecido foi moida, homogeneizada (Omni-GLH) em
tampao Tris HClI 50 mM, pH 8,0 contendo CaCl2 50 mM na proporgéao de 1:20
(peso:volume) e centrifugada a 14.000g por 30 minutos sob refrigeragao a 4°C, filtrado
em l1a de vidro, do material filtrado foram retiradas aliquotas, congeladas e

armazenadas a -70°C.

A concentracao de proteina foi determinada utilizando-se soroalbumina bovina
fragdo V como padrdo, através do método de Lowry modificado por (HARTREE,
1972). A atividade da a-amilase foi determinada a 37°C, dosando-se a maltose liberada,
a 530 nm (BERNFELD, 1955). Uma unidade de atividade enzimatica (U) da a-amilase
pancreatica foi definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 umol de

maltose/minuto/mg de proteina nas condi¢des padroes do teste.

Uma vez ativado o tripsinogénio, a atividade da tripsina foi determinada
descontinuamente a 37 °C, por meio da liberagéo da p-nitroanilida (e= 9620 M' cm™) a
410 nm (KAKADE et al., 1974). A atividade da quimotripsina foi determinada a 37 °C,
através da liberagao da p-nitroanilida (e= 8800 M' cm') a 410 nm (ERLANGER et al.,

1966). Uma unidade (U) de enzima foi definida como sendo 1 nmol de p-nitroanilida
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liberada por minuto/mg de proteina nas condi¢des do teste. Usou-se um espectrometro
HITACHI U-2000.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeitos (P>0,05) entre os tratamentos para as variaveis, consumo
de ragao (CR), ganho de peso (GP), conversao alimentar (CA) e viabilidade (V) para
as fases inicial (1 a 21 dias de idade), crescimento (22 a 35 dias de idade) assim como
as fases de 1 a42 e 1 a 49 dias de idade, respectivamente encontram-se nas Tabelas
1 e 2. Nao foi observada diferenga (P>0,05) com a suplementagédo de probioticos
(Paenibacillus sp. e B. subtilis) e acido citrico sobre o controle positivo (lincomicina) e
negativo, em todas as caracteristicas de desempenho avaliadas (Tabelas 1 e 2).
Exceto, as aves do grupo controle negativo apresentaram (P<0,05) a pior conversao

alimentar durante a fase final (2,087).

Estes resultados de desempenho também estdo de acordo com evidéncias de
outros autores que nao observaram diferengas entre aditivos (probidticos, prebidticos,
etc.) e o uso de antibidticos, como por exemplo, Vukic Vranjes e Wenk (1995), que
ndo encontraram diferengas entre o uso de enzimas (Trichoderma viride, cellulase,
glucanase, xilanase, amilase e pectinase) e avoparcina, talvez porque os efeitos dos
aditivos se expressam mais em condigdes de maior desafio. Teo e Tan (2007) que
usaram Bacillus subtilis, e, Khambualai et al. (2010) que trabalharam com
Leuconostoc sp. Pichia sp. e Bacillus subtilis, e, Afsharmanesh et al. (2013), que
testaram o prebidtico Aspergillus mycelium o probiodtico GalliPro® (Bacillus subtilis),
nao observaram diferengas com o virginiamicina. Dados similares foram observados
por Mountzouris et al. (2007, 2010), ao usar (Lactobacillus reuteri DSM 16350,
Enterococcus faecium DSM 16211, Bifidobacterium animalis, DSM 16284,
Pediococcus acidilactici DSM 16210, e Lactobacillus salivarius DSM 16351) na ragao
de frangos, ndo observaram diferengas com o controle positivo (avilamicina) o que
nos demonstra a eficiéncia do uso de probiéticos como melhoradores de desempenho.
Priyankarage et al. (2003) n&o encontraram efeitos positivos de probidticos sobre as

caracteristicas de desempenho em frangos de corte.

80



Por outro lado, Kabir et al. (2004) que demonstraram aumento do ganho de
peso em frangos alimentados com probidticos (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobaterium
bifidum, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Aspergillus oryzae e
Candida pintolopessi,). Outros autores, Paul et al. (2007) e Rajput et al. (2013)
observaram melhor desempenho em aves tratadas com a adigao de acidos organicos
(formato de amodnio, propionato e lactato de calcio) e Saccharomyces boulardii e
Bacillus subtilis B10, respectivamente em relagdo as aves alimentadas com

virginiamicina.

Muitos efeitos de melhoradores de desempenho na digestdo de alimentos
estdo bem documentados, isto depende de muitos fatores como o tipo, caracteristicas
das cepas, forma de administragdo, etc. Onde uma melhora da digestdo pode ser
explicada pelo uso destes probidticos. Os antibidticos tem propriedades antibaterianas
e ajudam na reducdo de patoégenos, contudo, trazem efeitos benéficos no
desempenho. A falta de efeitos no desempenho do probiético Paenebacillus sp., B.
subtillis e acido citrico pode ser associada as condigbes do meio ambiente (cama
reutilizada nao teve suficiente desafio). Os resultados destes estudo sugerem que
probidticos e acido citrico podem ser usados como substitutos dos antibidticos e agir

como melhoradores de desempenho em frangos de corte.

81



Tabela 1. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), converséao alimentar (CA) e viabilidade (V) de frangos de corte machos

na fase de 1 a 21, 22 a 35 e 36 a 42 dias de idade tratados com melhoradores de desempenho.

1 a 21 dias 22 a 35 dias 36 a 42 dias

Tratamentos CR GP CA \'} CR GP CA \'} CR GP CA \')
(kg) (kg) (kg/kg) (%) (kg) (kg) (kg/kg) (%) (kg) (kg) (kg/kg) (%)

CP 1,118 0,807 1,39 100 2,179 1,228 1,78 98 1,348 0,690 1,96 95

CN 1,100 0,789 1,39 100 2,181 1,245 1,75 99 1,343 0,672 2,08% 96

30 1,111 0,798 1,39 99 2,213 1,291 1,71 96 1,353 0,666 2,03 95

Acido citrico 1,055 0,798 1,332 100 2,164 1,277 1,69 98 1,369 0,684 2,00 95

GalliPro® 1,139 0,777 1,43 99 2,212 1,274 1,74 96 1,374 0,682 2,02 95
Teste F 1,89 0,78 3,04 0,87 0,15 1,42 0,51 0,75 0,32 0,15 1,95 0,68
Valor P 0,168 0,557 0,068 0,51 0,962 0,286 0,730 0,920 0,861 0,961 0,158 0,970
CV% 1,93 1,61 1,39 0,58 2,72 1,73 2,56 2,66 1,93 3,68 1,63 3,91

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (& base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de &cido
citrico; GalliPro®: probiético a base Bacillus subtilis.

2Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Tabela 2. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), converséao alimentar (CA) e viabilidade (V) de frangos de corte machos

na fase de 1 a 42 e 1 a 49 dias de idade tratados com melhoradores de desempenho.

1 a 42 dias 1 a 49 dias

Tratamentos CR GP CA vC CR GP CA VvC
(kg) (kg) (kg/kg) (%) (kg) (kg) (kg/kg) (%)

CcP 4,386 2,700 1,63 96 5,715 3,348 1,71 95

CN 4,375 2,694 1,63 96 5,722 3,329 1,72 95

30 4,442 2,704 1,64 99 5,773 3,399 1,70 95

Acido citrico 4,394 2,709 1,62 98 5,731 3,354 1,71 98

GalliPro® 4,491 2,682 1,67 99 5,890 3,368 1,75 99
Teste F 0,84 0,10 1,10 0,16 0,53 0,32 0,86 0,84
Valor P 0,35 0,98 0,40 0,93 0,72 0,86 0,52 1,32
CV% 1,915 1,389 1,276 3,587 2,332 1,371 1,712 5,225

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (& base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de &cido
citrico; GalliPro®: probidtico a base Bacillus subtilis.

2CMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Parametros morfométricos
O efeito da adicdo de probidticos e acido citrico na resposta dos
parametros morfomeétricos e estatisticos do intestino delgado das aves com 14,

28 e 42 dias de idade sao apresentadas nas Tabela 3, 4, 5 e 6.

Comprimento das vilosidades do intestino

O efeito dos tratamentos sobre a morfologia nos diferentes segmentos do
intestino delgado em frangos de corte aos 14, 28 e 42 dias de idade é

apresentado na Tabela 3.

Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos para o comprimento do duodeno
(CD) aos 14 dias e do ileo (Cl) aos 14 e 28 dias de idade. Aos 14 dias de idade,
o comprimento das vilosidades do duodeno foi maior (P<0,05) em frangos
alimentados com a dieta controle positivo (lincomicina) em comparagdo com as
dietas com acido citrico e probidtico 30 ppm do Paenibacillus sp. No entanto, o
comprimento das vilosidades do ileo foi maior (P<0,05) nas aves tratadas com
acido citrico em relagdo ao controle positivo. Para as demais fases de criagcao
nao houve efeito (P>0,05) sobre o grupo controle positivo (lincomicina) para o

comprimento das vilosidades do intestino.

Autores como Sun et al. (2005) e Tsirtsikos et al. (2012) ndo encontraram
diferengas no comprimento das vilosidades intestinais quando avaliaram
prebidticos, probidticos e antibidticos como lincomicina e avilamicina
respectivamente. Assim Sharifi et al. (2012), ndo encontraram diferengas no
jejuno e ileo aos 40 dias em dietas formuladas com (Lactobacillus plantarum;
Lactobacillus delbrueckii sp. Bulgaricus; Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus
rhamnosus; Bifidobacterium bifidum; Streptococcus salivarius sp. Thermophilus;

Enterococcus faecium; Aspergillus oryzae e Candida pintolopesii) e flavomicina.

No entanto, maiores vilosidades foram observadas apds o uso probiéticos
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Aspergillus orizea,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Candida pintolepesii) e
flavomicina como antibiético (GUNAL et al.,, 2006). Hernandez et al. (2006)
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encontraram diferengas das vilosidades do jejuno quando os frangos foram

arragoados com acido férmico e avilamicina.

A estrutura da mucosa do intestino delgado esta relacionada com a saude
intestinal. Nossos resultados podem serem explicados levando-se em conta que
a quantidade de micro-organismos do probi6tico ndo foi suficiente para gerar
sinergia junto com a microbiota intestinal na formagcdo de metabdlitos
secundarios como acidos graxos de cadeia curta. Sakata et al. (1999),
observaram um incremento de acidos graxos de cadeia curta (acético, propiénico

e butirico) quando utilizaram probi6ticos em condig¢des in vitro.
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Tabela 3. Valores médios do comprimento do duodeno (CD), do jejuno (CJ) e do ileo (Cl) do intestino delgado de frangos de corte

machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com melhoradores de desempenho.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos CcD CcJ Cl CcD CJ Ci CcD CJ Cl

CP 532.69 34555 27317 124848 113540 783,66 1374.93 127698 113047
CN 51841 376,39 27826 1457.00 112654 918,46 145813 116837 987,53
30 462,20% 42255 296,38 124634 102743 877,55 1531,88  1174,03 104515
Acido citrico 44326% 34225 35257 141613 931,81 695,06 1590,62 1249,08 86524
GalliPro® 55659 366,04 269,47 1332,08 96590 737,57 1630,88 140424 102028

Teste F 7.31 1,07 6,56 1,08 0,65 270 1,10 3.47 1,03
Valor P 0,0032 04035  0,0049 0,4084  0,6392  0,0847 03902 00418 04243

CV% 475 8,47 4.82 7.58 1129 862 6,47 5.08 9,50

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de 4cido citrico;
GalliPro®: probidtico & base Bacillus subtilis.

@®Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Largura das vilosidades do intestino delgado

As medidas da largura das vilosidades intestinais dos frangos de corte
machos nas idades de 14, 28 e 42 dias, submetidos a probioticos e acido citrico

encontram-se na Tabela 4.

Houve um incremento (P<0,05) da largura das vilosidades em aves
alimentadas com 30 ppm do probidtico Paenibacillus sp. (jejuno e ileo) e acido
citrico (ileo) aos 14 dias de idade. No entanto as aves tratadas com o acido citrico
apresentaram menor (P<0,01) largura das vilosidades do duodeno aos 14 dias e
jejuno aos 28 dias de idade que o grupo controle positivo (lincomicina). Aos 42
dias de idade nao deferiu (P>0,05) a largura das vilosidades do intestino em

nenhuma das trés sec¢des avaliadas.

Gunal et al. (2006), ndo encontraram diferencas na largura das
vilosidades intestinais em dietas com flavomicina, probidtico a base de
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Aspergillus orizea,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Candida pintolepesii) e Genex
(acido propidnico e férmico, extrato de plantas, 6leos essenciais e sais minerais).
Assim mesmo, Sharifi et al. (2012), que ao testar probidticos (Lactobacillus
plantarum; Lactobacillus delbrueckii sp. Bulgaricus; Lactobacillus acidophilus;
Lactobacillus rhamnosus; Bifidobacterium bifidum; Streptococcus salivarius sp.
Thermophilus; Enterococcus faecium; Aspergillus oryzae e Candida pintolopesii)
nao detectaram diferencas na largura do duodeno, jejuno e ileo aos 40 dias de
idade. Frangos alimentados com (Bacillus subtilis e Aspergillus mycelium) nao
apresentaram diferencas no grupo controle tratado com virginiamicina
(AFSHARMANESH et al., 2013). Por outro lado, Salim et al. (2013) encontraram
diferengas no ileo quando as aves eram alimentadas com Lactobacillus reuteri,

Bacillus subtilis, e Saccharomyces cerevisiae e virginiamicina.

Sabendo que o jejuno e ileo sdo os segmentos relacionados com maior
absorcao de nutrientes, 0 aumento da largura das vilosidades nos primeiros 14
dias pode ser atribuido pela compensacg¢ao do menor comprimento de vilosidades
na mesma fase, Isto esta relacionado com a superficie de absorgao do intestino

que beneficia a absor¢ao de nutrientes refletido em melhor desempenho.
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Tabela 4. Largura da vilosidade do duodeno (LD), do jejuno (LJ) e do ileo (LI) de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de

idade tratados com melhoradores de desempenho.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos LD LJ LI LD LJ LI LD LJ LI

CP 37,84 28,11 30,67 99,41 87,76 82,69 101,45 93,37 92,46

CN 31,82% 29,31 31,89 104,44 84,63 84,59 105,17 90,91 93,22

30 40,37 37,22% 39,30% 82,11 83,82 85,50 88,11 90,37 95,74
Acido citrico 29,54% 31,76 39,13% 83,80 70,05% 83,05 101,13 78,13 90,50
GalliPro® 37,25 30,21 30,68 102,54 81,02 86,21 112,48 88,01 87,42
Teste F 13,59 6,12 8,27 4,96 3,68 0,06 3,18 2,00 0,22
Valor P <0,0001 0,0040 0,0019 0,0095 0,0354 0,9937 0,0443 0,1465 0,9221

CV% 3,50 4,63 4,68 5,12 4,64 7,67 4,91 4,77 7,21

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico a base de &cido citrico;
GalliPro®: probiotico a base Bacillus subtilis.

8°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.

*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Numero das vilosidades do intestino delgado

Os efeitos dos tratamentos sobre o numero de vilosidades no duodeno,
jejuno e ileo nas fases de criagdo em frangos de corte se encontram na Tabela
5. Houve efeito significativo dos tratamentos para o numero das vilosidades na

fase final das aves.

Aves alimentadas com controle negativo e 30 ppm do Paenibacillus sp.
apresentaram maior (P<0,05) numero de vilosidades intestinais no duodeno e
jejuno, respectivamente aos 42 dias de idade que o controle positivo
(lincomicina). No entanto, ndo houve diferengca (P>0,05) do numero das

vilosidades para as demais fases de criagao.
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Tabela 5. Numero de vilosidades do intestino delgado de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com

melhoradores de desempenho.

14 dias 28 dias 42 dias
Tratamentos - - - - -
Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo
CP 13,26 14,53 13,26 13,69 15,32 15,18 16,03 16,54 15,38
CN 13,07 12,90 13,13 13,20 15,53 15,43 19,79% 16,46 16,46
30 15,32 16,14 13,50 16,38 17,48 16,65 16,41 18,79% 16,70
Acido citrico 15,43 15,68 14,50 16,00 17,62 15,54 18,26 18,53 15,68
GalliPro® 14,24 16,05 14,24 14,98 17,79 15,01 18,82 17,62 15,31
Teste F 1,29 1,65 0,36 1,69 0,87 0,65 3,91 3,29 0,61
Valor P 0,3169 0,2141 10,8324 0,2043 0,5031 0,6360 0,0297 0,0400 0,6644
CV% 6,84 7,11 7,37 7,26 7,80 5,14 4,60 3,40 5,34

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (& base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; Acido citrico: &cido organico & base de &cido citrico;
GalliPro®: probidtico & base Bacillus subtilis.

@Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Numero de células caliciformes do intestino delgado

O numero de células caliciformes do intestino dos frangos de corte
machos aos 14, 28 e 42 dias, submetidos aos tratamentos apresentam-se na
Tabela 6.

Houve um incremento (P<0,01) das células caliciformes aos 14 e 28 dias
nos diferentes segmentos do intestino delgado em frangos de corte tratados com
acido citrico em comparagao com o grupo controle positivo (lincomicina). Assim
como o controle negativo e GalliPro® no duodeno e ileo, respectivamente, aos
14 dias de idade. No entanto, a dieta que contém 30 ppm do probioticos
Paenibacillus sp. apresentou menor (P<0,01) numero de células caliciformes no
jejuno e ileo aos 14 dias e maior (P<0,01) no duodeno aos 28 dias que o controle
positivo. Nao houve diferencgas (P>0,05) no numero de células caliciformes entre

os tratamentos sobre o controle positivo aos 42 dias de idade.

Baurhoo et al. (2007, 2009) encontraram diferencas no numero das
células caliciformes no intestino delgado em frangos de corte tratados com
prebiéticos (mananoligasacarideos e lignina) em relagdo aos tratados com
virginiamicina. Assim como, Rajput et al. (2013) que encontraram diferengas no
jejuno mas nao no ileo. Kum et al. (2010) observaram aumento de células
caliciformes aos 21 e 42 dias de idade em aves quando tratadas com acidos
organicos (butirato de calcio, propionato de calcio, lactato de calcio, formiato de

calcio e um oleo essencial puro).

O acido citrico atuou como estimulador na producdo de células
caliciformes talvez como resposta a mudanca na microbiota intestinal, que pode
ter produzido maior quantidade de mucina para facilitar a eliminacdo de

patogenos.
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Tabela 6. Numero de células caliciformes do intestino delgado de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade, sumetidos

a melhoradores de desempenho.

Tratamentos 14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)

Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo

CP 144,38 301,62 303,69 44,06 79,63 80,13 39,94 72,13 73,42

CN 196,34 302,88 324,25 45,69 93,19 101,88 40,81 67,19 67,75

30 141,44 206,06%  231,25% 72,30% 90,31 75,35 42,25 76,70 69,19
Acido citrico 317,19% 373,80% 256,56 63,88% 102,94 109,12 47,56 92,03 91,31
GalliPro® 156,75 318,75  384,88% 45,36 74,06 72,16 42,25 71,84 67,06
Teste F 52,30 19,86 16,47 16,90 3,98 6,42 0,66 2,46 3,66

Valor P <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 0,0057 0,0002 0,6219 0,0537 0,0094
CV% 6,43 6,63 5,68 5,70 8,79 9,67 8,61 8,95 9,21

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico a base de &cido citrico;
GalliPro®: probiotico a base Bacillus subtilis.

8°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Numero de células de Kupffer do figado

O numero de células de Kupffer do figado dos frangos de corte machos
nas idades de 14, 28 e 42 dias, submetidos a dietas experimentais se encontram
na Tabela 7. Aos 14 dias de idade o probidtico Bacillus subtilis e aos 28 dias de
idade o probidtico 30 ppm do Paenibacillus sp. apresentaram maior (P<0,01)
numero de células de Kupffer no figado. No entanto, o grupo controle negativo
apresentou menor (P<0,01) numero de células de Kupffer aos 28 e 42 dias de

idade em relagao ao controle positivo.
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Tabela 7. Numero de células de Kupffer do figado de frangos de corte machos aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com

melhoradores de desempenho.

Tratamentos Células de Kupffer
14 dias 28 dias 42 dias
CP 29,25 38,70 44,34
CN 21,25 29,5% 34,25%
30 39,00 53,25% 46,25
Acido citrico 33,50 43,00 46,75
GalliPro® 48,25% 42,29 47,25
Teste F 19,34 39,53 6,40
Valor P <0,0001 <0,0001 0,0061
CV% 7,65 3,98 5,14

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (& base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; Acido citrico: &cido organico & base de &cido citrico;

GalliPro®: probiotico a base Bacillus subtilis.

8°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Area total, perimetro e didametro dos acinos serosos do pancreas

As medidas da area total, perimetro e didmetro dos acinos serosos do
pancreas de frangos de corte machos nas idades de 14, 28 e 42 dias, submetidos
a dietas com probidtico (Paenibacillus sp. e Bacillus subtilis) e acido citrico
encontram-se na Tabela 8. Observamos efeito significativo dos tratamentos para

todos os parametros nas fases de desenvolvimento das aves.

O perimetro dos acinos serosos foi maior (P<0,01) nas trés fases de
criagao de frangos de corte arragoados com 30 ppm do probidticos Paenibacillus
sp. No entanto, o perimetro e diametro aos 14 e 28 dias, assim como area total
aos 28 dias de idade, foram menores (P<0,01) para as aves que receberam

dietas com acido citrico e GalliPro®, respectivamente.
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Tabela 8. Area total (AT), perimetro (PE) e didmetro (D) dos &cinos serosos do pancreas de frangos de corte machos aos 14, 28 e

42 dias de idade tratados com melhoradores de desempenho.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos AT PE D AT PE D AT PE D

CP 167.85 5219  19.10 25842 6643 2529 32655 7362 2825

CN 168,04 52,01 19,22 25742 68,20 26,03 33254 7627 2901

30 17736 56,14X 20,57 25187 7018 26,54 33454 77,94 2043
Acido citrico 161,90  47,63% 17,08 238,84X  5966X 22,38 33509 72,04 2681
GalliPro® 165,80  48,60X 17,40 239,12X  60,33X 22,38 33488 7141 2694

Teste F 3,57 18,16 10,00 7.71 40,54 20,86 0,74 10,68 5,57
Valor P 0,0306 <0,0001  0,0004 <0,0001  <0,0001  <0,0001 0,5653 <0,0001  0,0003

CV% 1,79 1,55 2 46 1,56 1,35 1,80 1,26 1,15 1,80

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de 4cido citrico;
GalliPro®: probidtico & base Bacillus subtilis.

@Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.

*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Area total, perimetro e diametro das ilhotas pancreaticas (Langerhans)

As medidas da area total, perimetro e didametro das ilhotas pancreaticas
(de Langerhans) dos frangos de corte machos nas idades de 14, 28 e 42 dias,

tratados com o probidtico Paenibacillus sp. encontram-se na Tabela 9.

Frangos alimentados com dieta contendo acido citrico apresentaram
maior (P<0,01) area total, perimetro e didmetro de células pancreaticas aos 14
dias de idade. Porém, aos 42 dias de idade o probidtico a base de Paenibacillus
sp. e acido citrico proporcionaram menor area total aos 42 dias de idade em

relacdo ao controle positivo (lincomicina).
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Tabela 9. Area total (AT), perimetro (PE) e diametro (D) das células pancreaticas (ilhotas de Langerhans) de frangos de corte machos

aos 14, 28 e 42 dias de idade tratados com melhoradores de desempenho.

14 dias (um) 28 dias (um) 42 dias (um)
Tratamentos AT PE D AT PE D AT PE D

CcP 354660 69941 25290 519003 82686 29264 500634 85330 30682
CN 355230 68878 25198 426782 77122 27700 442816 77185 28106
30 208182 71739 26223 472657 85137 29966 368499 76709 28032
Acido citrico 473572X  86190%  30837X 477438 82124 29667 400156% 73748 26828
GalliPro® 372803 75567 27481 401557 74674 27165 419092 77683 28367

Teste F 9,88 8,19 5.08 217 230 1,35 3,70 189 137
Valor P <0,0001  <0,0001  0,0001 01335 00598  0,3097 00348 0,178  0,3021

CV% 6,76 3,71 417 7.23 3,55 377 6,78 415 428

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de &cido citrico;
GalliPro®: probidtico & base Bacillus subtilis.

@®Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Atividade enzimatica do pancreas

As atividades das enzimas pancreaticas em frangos de corte alimentados
com probidtico Paenibacillus sp. e acido citrico aos 28 e 42 dias de idade s&o
apresentadas na Tabela 10 (umol/min/mg proteina) e Tabela 11 (unidades totais

micromols) respectivamente.

Nao houve efeito significativo (P>0,05) dos tratamentos, para a atividade
da amilase, tripsina e quimotripsina do pancreas aos 28 e 42 dias de idade em
comparagao ao tratamento com lincomicina (Tabela 10 e 11). A atividade

especifica das enzimas pancreaticas nao foi afetada pelos tratamentos.

Esses resultados coincidem com os de Traesel et al. (2010) que nao
encontraram diferengas na atividade da amilase em frangos de corte tratados
com Oleos a base de orégano (Origanum vulgare L.), sage (Salvia officinalis L.),
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), e chili pepper (Capsicum frutescens L.). Por
outro lado, Jang et al. (2007, 2013) ao tratarem frangos com 6leos essenciais e
Prunus mume, respectivamente, encontraram diferengas com relacdo ao

controle positivo (colistina e neomicina+oxitetraciclina).
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Tabela 10. Atividade de enzimas pancreaticas (umol/min/mg proteina) aos 28 e 42 dias de idade em frangos de corte submetidos a

melhoradores de desempenho.

28 dias 42 dias
Tratamentos A . — . — . — . —
Peso pancreas (g) Amilase Tripsina Quimotripsina Amilase Tripsina Quimotripsina

CP 3,52 179,19 24,08 6,84 198,05 18,78 10,13
CN 3,23 144,47 26,23 8,33 252,10 16,44 7,36
30 3,61 161,48 22,13 7,55 187,55 15,88 8,32
Acido citrico 2,91 186,37 19,65 8,08 180,22 20,59 10,15
GalliPro® 3,47 160,84 27,17 4,65 161,31 17,85 8,12
Teste F 1,32 0,44 1,53 2,08 0,38 0,86
Valor P 0,32 0,77 0,26 0,14 0,82 0,51
CV% 9,20 18,71 17,65 12,38 16,47 15,16

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (a base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probiético género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de &cido citrico;
GalliPro®: probidtico & base Bacillus subtilis.

@Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.

*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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Tabela 11. Atividade de enzimas pancreaticas (unidades totais micromols) aos 28 e 42 dias em frangos de corte

submetidos a melhoradores de desempenho.

Tratamentos 28 dias 42 dias
Peso pancreas (g) Amilase Tripsina Quimotripsina  Amilase Tripsina Quimotripsina
CP 3,52 6407,11 861,27 243,27 7812,02 758,36 402,07
CN 3,23 4687,26 868,15 271,77 11035,00 717,43 329,90
30 3,61 5822,54 795,28 274,96 8169,51 700,63 378,50
Acido citrico 2,91 5312,30 583,78 249,55 7178,97 879,17 433,42
GalliPro® 3,47 5630,56 927,37 161,75 7180,57 794,87 362,04
Teste F 1,04 0,56 0,93 2,61 0,20 0,25
Valor P 0,43 0,70 0,49 0,09 0,94 0,91
CV% 13,53 21,77 22,51 12,91 19,71 20,73

CP: Controle positivo (lincomicina); CN: Dieta controle (& base de milho + farelo de soja); 30: 30 ppm do probidtico género Paenibacillus sp.; Acido citrico: acido organico & base de
acido citrico; GalliPro®: probiodtico a base Bacillus subtilis.

#C°Medias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle negativo pelo Teste de Dunnett.
*ZMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (P<0,05) do controle positivo pelo Teste de Dunnett.
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4. CONCLUSOES

Os aditivos nao alteraram o desempenho de frangos de corte, no entanto,
interferiram na morfometria intestinal. O acido citrico apresentou efeito significativo na

proliferacdo das células caliciformes em comparagcdo com a lincomicina.

As aves tratadas com os probidticos e acido organico ndo apresentaram
diferenga significativa no desempenho. O &acido citrico, aos 14 dias, apresentou
menores e maiores medidas de comprimento e largura no duodeno e ileo,
respectivamente, em comparacgao ao controle positivo. O tratamento com acido citrico
apresentou um grande efeito no numero de células caliciformes aos 14 dias,
equilibrando-se gradativamente aos 28 e 42 dias de idade das aves. Isto pode ser
justificado pelo fato do acido citrico diminuir o pH intestinal das aves e
consequentemente irritar a mucosa intestinal aumentando o numero de células
caliciformes desencadeando, provavelmente, aumento na quantidade de mucina para

maior protecao intestinal.

O tratamento com o probidticos GalliPro®, aos 14 dias, estimulou maior
producao de células de Kupffer ou seja, células fagociticas, no entanto, o tratamento
com 30 ppm de Paenibacilus sp. teve similar resposta aos 28 dias de idade. Levando-
se em conta que o Bacillus subtilis é parte da microbiota intestinal, este apresentou
um poder de adaptagao mais rapida (14 dias) em relagao ao Paenibacillus sp. que se
evidenciou mais tardio (28 dias), provavelmente por ser um micro-organismo alheio a

este meio ambiente.
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Anexo 1. Resumo de estudos que avaliaram aditivos na ragao sobre o desempenho em frangos de corte.

Referéncia Tratamentos A NA Idade Resultados’
Dias GP CR CA
T1 Controle, dieta basal (DB) 1-28 2 - <
. T2 DB+0,1% Bacillus subtilis (alimento)
Jin et al. 1996 ’ X
Ineta T3 DB+0,2% Lactobacillus sp. (alimento)
T4 DB+5g Lactobacillus sp.(agua)
T1 Controle, (DB) 1-7/1-5 ns/ns ns/ns  ns/ns
Cavazzoni et al. 1998 T2 DB+virginamicina (10mg/kg) X 7-21/5-10 >/ns ns/ns  ns/ns
T3 DB+B. coagulans (CNCM 1-1061) 21-2510-199 >/ns ns/ns  ns/ns
1000/250mg/kg 1-7/8-49 dias 25-35/19-33  >/> ns/ns ns/ns
35-49/33-49  >/> ns/ns  ns/ns
T1 Controle, (DB) 1-21 2 - <
. T2 DB+0,05% Lactobacilus sp. 22-42 - <
Jin et al. 1998 T3 DB+0,10% Lactobacilus sp. X 1-42 2 - <
T4 DB+0,15% Lactobacilus sp.
(2 stirpes L. acidophilus, 3 stirpes L. fermentum,
1 stirpe L. crispatus e 6 estirpes L. brevis)
T1 Controle, (DB) 1-40 > - <
Jin et al. 2000 T2 DB+0,1% L. acidophilus X
T3 DB+0,1% (2 stirpes L. acidophilus, 3 stirpes L. fermentum,
1 stirpe L. crispatus e 6 estirpes L. brevis)
T1 Controle, (DB) 0-14 ns ns ns
T2 DB+lincomicina (2/4g/t inicio e crescimento) 15-28 ns ns ns
Sun et al. 2005 DB+Acid Pak 4-Way (0,5 g/L agua), VegPro (0,91 kg/t), MTB- X
T3 ’ ’ ' ’ 29-35
100 (0,45 kg/t), Bio-Mos e All-Lac XCL ns.ns ns
T4 DB+Bio-Mos e All-Lac XCL 36-49 ns ns <

Bio-Mos (Manano-oliossacarideo)
Acid Pak 4-Way (acido citrico e ascorbico)
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Mutus et al. 2006

Hernandez et al. 2006

Gunal et al. 2006

Liu et al. 2007

Mountzouris et al. 2007

T1
T2

T1
T2
T3
T4

T1
T2
T3
T4
T5

T1
T2

T1
T2
T3
T4

MTB-100 (anti micotoxina)
All-Lac XCL (Lactobacilli, Enterococcus, e Pediococcus)

Controle, (DB)
DB+Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis

Controle, (DB)
DB+avilamicina (10mg/kg)
DB+acido férmico (5g/kg)
DB+acido féormico (10g/kg)

Controle, (DB)

DB+0,1% Protexin

DB+0,1% Flavomicina
DB+0,2% Genex

DB+0,1% Protexin+0,2%Genex

(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Aspergillus orizea,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Candida
pintolepesii) Genex (acido propidnico e férmico, extracto de
plantas, dleos essenciais e sais minerais)

Controle, (DB)
DB+Lactobacillus reuteri Pg4 (1mg/kg)

Controle, (DB)

DB+1g/kg Biomin Poultry5Star (alimento e agua)
DB+1g/kg Biomin Poultry5Star (alimento)
DB+avilamicina (2,5mg/kg)

(Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecium,
Bifidobacterium animalis, Pediococcus acidilactici
e Lactobacillus salivarius)

1-42

1-21
22-42
1-42

1-21
22-42
1-42

0-21
22-37
0-37

14
21
28
35
42

1-42

ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns

ns
ns
ns

v

v

v

ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

IN
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Paul et al. 2007

Samli et al. 2007

Teo e Tan, 2007

Apata, 2008

Khambualai et al. 2010

Mountzouris et al. 2010

T1
T2
T3

T1
T2
T3
T4

T1
T2
T3
T4

T1
T2
T3
T4
T5

T1
T2
T3
T4

T1
T2
T3
T4
T5

Controle, (DB) + virganimicina (0,5g/kg)
DB+1,5g/kg formato de aménio e propionato de célcio
DB+1g/kg formato de amonio, propionato e lactato de calcio

Controle, (DB)

DB+3,5% soro em p6 (80% lactose)
DB+0,2% E. faecium (NCIMB 10415)
DB+3,5% soro em p6 + 0,2% E. faecium

Controle, (DB)

Controle positivo (bacitracina de zinco, 100 mg/kg)
BD+108 cfu/t Bacillus subtilis

BD+10° cfu/t Bacillus subtilis

Controle, (DB)

DB+20 mg/kg Lactobacillus bulgaricus
DB+40 mg/kg Lactobacillus bulgaricus
DB+60 mg/kg Lactobacillus bulgaricus
DB+80 mg/kg Lactobacillus bulgaricus

Controle, (DB)

DB+0,05% extracto de cana (Saccharum officinarum L.)
DB+0,40% Super-BioLicks®

DB+0,05% extracto de cana de acgucar

(Leuconostoc sp., Pichia sp. e Bacillus subtilis)

Controle, (DB)

DB+108 cfu/kg PoultryStar ME

DB+10° cfu/kg PoultryStar ME

DB+10"° cfu/kg PoultryStar ME

DB+avilamicina (2,5mg/kg)

(Lactobacillus reuteri DSM 16350, Enterococcus
faecium DSM 16211, Bifidobacterium animalis
DSM 16284, Pediococcus acidilactici DSM 16210

0-21
0-42

0-21

1-21

22-42
1-42

35

8-49

1-14
15-28

29-42
1-42

ns
ns

1\

v

IA

ns

>
(%]

vV IV IV

ns

ININ IV

ns

ns
ns
ns
ns

IA

AN IA

IN

ns

>
wn

ININIA
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Priyankarage et al. 2010

Taheri et al. 2010

Torshizi et al. 2010

Lutfullah et al. 2011

Aliakbarpour et al. 2012

T1
T2
T3

T5

T1
T2

T1
T2
T3

T1
T2
T3

e Lactobacillus salivarius DSM 16351)

Controle, (DB)

Controle positivo (bacitracina de zinco, 0,25 g/kg)
BD+Protexin (Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacteria)
BD+G-Probiotic (Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus
acidophilus e Streptococcus faecium)

DB+Hi-yield (Saccharomyces cerevisiae)

Controle, (DB)
DB+108 cfu/g Pediococcus acido lactico

Controle, (DB)

Agua+0,5g/I Protexin

DB+1g/kg Protexin

(Aspergillus oryzae, Lactobacillus acidophilus,

L. rhamnosus, L. plantarum, L. bulgaricus,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Streptococcus thermophilus e Candida pintolopesii)

Controle, (DB)

DB+0,5g/10kg Protexin

DB+1,0g9/10kg Protexin

DB+1,5g/10kg Protexin

(Lactobacillus plantarum, L. bulgaricus L. acidophilus, L.
rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus

thermophilus, Enterococcus faecium, Aspergillus oryzae e
Candida pintolopesii)

Controle, (DB)

DB+Bacillus subtilis (50mg/kg)

DB+Primalac (1000mg/kg)

Primalac (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium thermophilum, e Enterococcus faecium)

7-21
22-42
7-42

1-42

1-21
22-42
1-42

14
21
28
35

42

ns
ns

V IV V

> 3
n »n

v v

ns

AV IV

ns

IN

ns
ns

ns

ns

ns

IN

IN
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Sinol et al. 2012

Bai et al. 2013

Chen et al. 2013

T1
Hassanpour et al. 2013 T2
T3

Controle, (DB)

DB+0,15% B. subtillis LS 1-2
DB+0,30% B. subtillis LS 1-2
DB+0,45% B. subtillis LS 1-2

Controle, (DB)

DB+cloridrato de tetraciclina (100mg/kg)
DB+1x107 cfu/g Lactobacillus fermentum
DB+2x108 cfu/g Saccharomices cerevisiae

Baixa densidade e baixa energia

Baixa densidade e baixa energia + probiotico
Alta densidade e alta energia

Alta densidade e alta energia + probidtico
(Bacillus subtilis e Clostridium butyricum)

Controle, (DB)

DB+0,1% Simbidtico (Biomin IMBO)
DB+0,2% Simbidtico (Biomin IMBO)
Probidtico (Enterococcus faecium)
Prebidtico (fructo-oligossacarideo)
Fragmentos de parede celular e
Substancias derivada das algas (ficofitico)

1-21
21-35
1-35

1-21
22-42
1-42

1-7
8-28
1-28

22
32
42

V IV V

ns

v

ns

v

ns
ns

ns
ns

vV IV IV

ns
ns

ns
ns
ns

ns

ns

AN IV A

ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

1 Diferencas entre aditivos (probioticos, prebidticos, etc.) sobre o controle negativo. GP=ganho de peso; CR=consumo de ragdo; CA=converséao alimentar; A=antibiético; NA= ndo antibiotico.

111



Anexo 2. Resumo de estudos que avaliaram aditivos na ragao sobre o comprimento intestinal em frangos de corte.

Referéncia Tratamentos A NA Idade Resultados’
Dias Comprimento
D J I
T1  Controle, (DB) 7 > > >
Santin et al. 2001 T2 DB+0,1% S. cerevisiae X 28 ns ns ns
T3 DB+0,2% S. cerevisiae 42 ns ns ns
T1 Controle, (DB) 28 > ns >

T2 DB+0,05% Bacillus subtilis Natto Powder-710

Samanya e Yamauchi, 2002 13 1,19, Bacillus subiilis Natto Powder-710 X

T4 DB+3% Bacillus subtilis Natto Powder-710

T1 Controle, (DB) 14 ns - ns

T2 DB+lincomicina (2/4g/t inicio e crescimento) 28 ns - ns

Sun et al. 2005 13 DB+Acid Pak 4-Way (0,5 g/L 4gua), VegPro (0,91 kg/t), MTB-100 X 5 ns i ns

(0,45 kg/t), Bio-Mos e All-Lac XCL

T4 DB+Bio-Mos e All-Lac XCL 49 ns - ns
Bio-Mos(Manano-oligossacarideo)
Acid Pak 4-Way (acido citrico e ascorbico)
MTB-100 (anti micotoxina)
All-Lac XCL (Lactobacilli, Enterococcus, e Pediococcus)

T1 Controle, (DB) 21 ns > >

T2 DB+Bacillus subtilis
T3 DB+Pool probidticos
T4 DB+Prebidtico (MOS)+acido organico (AO)
Pelicano et al. 2005 T5 DB+MOS X
T6 DB+Bacillus subtilis+MOS+AO
T7 DB+Bacillus subtilis+MOS
T8 DB+Pool probidticos+MOS+AO
T9 DB+Pool probidticos+MOS
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Sieo et al. 2005

Gunal et al. 2006

Hernandez et al. 2006

Liu et al. 2007

Samli et al. 2007

Khambualai et al. 2010

T1
T2
T3

T1
T2
T3
T4
T5

T1
T2
T3
T4

T1
T2

T1
T2
T3
T4

T1
T2

Pool (Lactobacillus acidophilus e casei, Streptococcus lactis e
faecium, Bifidobacterium bifidum e Aspergillus oryzae) MOS
(mananoligossacarideos fosforilados)

Controle, (DB)

DB+stirpe parenteral Lactobacillus sp.

DB+stirpe transformada de Lactobacillus sp.

Controle, (DB)

DB+0,1% Protexin

DB+0,1 Flavomicina

DB+0,2% Genex

DB+0,1% Protexin+0,2%Genex

(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus,
Aspergillus orizea, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Candida pintolepesii) Genex (acido propionico e formico, extracto
de plantas, 6leos essenciais e sais minerais)

Controle, (DB)
DB+avilamicina (10mg/kg)
DB+acido formico (5g/kg)
DB+acido formico (10g/kg)

Controle, (DB)
DB+Lactobacillus reuteri Pg4 (1mg/kg)

Controle, (DB)

DB+3,5% soro em p6 (80% lactose)
DB+0,2% E. faecium (NCIMB 10415)
DB+3,5% soro em p6 + 0,2% E. faecium

Controle, (DB)
DB+0,05% extracto de cana (Saccharum officinarum 1.)

21

21
42

21
42

21

21

49

ns

v

v

vV v

IV IA

ns

ns

vV v

v

ns
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Taheri et al. 2010

Aliskbarpour et al. 2012

Sinol et al. 2012

Tsirtsikos et al. 2012

Afsharmanesh et al. 2013

T3
T4

T1
T2

T1
T2
T3

T1
T2
T3
T4

T1
T2
T3
T4
T5

T1
T2
T3
T4
T5

DB+0,40% Super-BioLicks®
DB+0,05% extracto de cana
(Leuconostoc sp., Pichia sp., e Bacillus subtilis)

Controle, (DB)
DB+108 cfu/g Pediococcus acido lactico

Controle, (DB)
DB+Bacillus subtilis (50mg/kg)
DB+Primalac (1000mg/kg)

Primalac (Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium
thermophilum, e Enterococcus faecium)

Controle, (DB)

DB+0,15% B. subtillis LS 1-2
DB+0,30% B. subtillis LS 1-2
DB+0,45% B. subtillis LS 1-2

Controle, (DB)

BD+108 cfu/kg PoultryStar ME

BD+10° cfu/kg PoultryStar ME

BD+10'° cfu/kg PoultryStar ME

Controle positivo (avilamicina, 2,5mg/kg)

(Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecium, Bifidobacterium
animalis, Pediococcus acidilactici, e Lactobacillus salivarius)

Controle, dieta a base de milho (DB)
Trigo-DB+0,1 % Safizyme® GP800

Trigo germinado-DB+0,1 % Safizyme® GP800
Trigo germinado-DB sem enzima
Trigo-DB+0,1 % Safizyme® GP800

42

42

35

14
42

42

ns

v

ns
ns

ns

v

ns

v

ns
ns

v
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T6
T7

T1
Ashraf et al. 2013 T2
T3
T4

T1
Hassanpour et al. 2013 T2
T3

T1
T2
T3
T4

Rajput et al. 2013a

T1
Yazdani et al. 2013 T2
T3

Trigo germinado-DB +0,1 % Safizyme® GP800
Trigo germinado-DB sem enzima

Controle, (DB)

DB+0,5% Manano-oligassacarideos (MOS)
DB+0,1% Lactobacillus sp., (LBP)
DB+MOS+LBP

Controle, (DB)

DB+0,1% Simbiotico (Biomin IMBO)
DB+0,2% Simbidtico (Biomin IMBO)
Probidtico (Enterococcus faecium)
Prebidtico (fructo-oligossacarideo)
Fragmentos de parede celular e
substancias derivada das algas (ficofitico)

Controle, (DB)

DB+100mg/kg curcumina
DB+150mg/kg curcumina
DB+200mg/kg curcumina

Controle, (DB)
DB+2% extracto Berberis vulgaris
DB+4% extracto Berberis vulgaris

X

42

22
32
42

21
42

45

v
A
1\

ns ns ns

> ns <
> > >
> < >
> > ns

1 Diferencgas entre aditivos (probidticos, prebidticos, etc.) sobre o controle negativo; D=duodeno; J=jejuno; I=ileo; A=antibiético; NA= n&o antibiético.
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Anexo 3. Contagem de unidades formadoras de col6nias de clostridium no dia 0, 21
e 42 dias de criagédo de frangos de corte machos do CAPITULO II.

Dias Tratamentos
30 45 60 CN CP
0 19225 a 861,25 a 24425 a 36475 a 45575 a
21 178,75 b 52,5 b 32,5 b 270 b 252,5 b
42 12,5 C 0 b 0 b 12,5 C 0 c
Teste F 110,93
Valor P <0,0001

*Medias seguidas de diferentes letras na coluna diferem significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Grafico e regressao dos tratamentos e tempos (dados transformados log (x+5))

C Efeitos de TEMPO dentro de TRAT
3.00
2.00
1.00
T T T T T
0 10 20 30 40
TEMPO
LEGENDA R2 EQI.IAQEI'ES
+ TEMPO d. TRA 30 37,81%% 0,9995 |y = 3,229479653 - 0,05428754x
+ TEMPO d. TRA 45 35,487 0,9630 |y = 2,78868167 - 0,05253826x
+ TEMPO d. TRA &0 42,237 0,9104 | v = 2,900569514 - 0,05737105x

= TEMPO d, TRA CfA

* TEMPO d

48,59%F

0,9903

¥ = 3475357154 - 0,06 154024
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Anexo 4. Contagem de unidades formadoras de colbnias de clostridium no dia 0, 21

e 42 dias de criagcao de frangos de corte machos do CAPITULO III.

Dias _ Tratamentos
30 Acido citrico GalliPro CN CP
0 19225 a 1938,75 a 816,25 a 3647,5 a 45575 a
21 178,75 b 87,5 a 7125 b 270 b 2525 b
42 12,5 c 0 b 12,5 b 12,5 c 0 c

Teste F 78,86
Valor P 0,0001

*Medias seguidas de diferentes letras na coluna diferem significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Grafico e regressao dos tratamentos e tempos (dados transfomados log (x+5))

C Efeitos de TEMPO dentro de TRAT
\H.‘-.
3.00
+
+
2.00
+ i
1.00
#*
I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 10 20 30 40
TEMPO
LEGENDA F R2 EQI.IAQEI'ES
+ TEMPO d. TRA 30 31,14%% 0,9995 |y = 3,229479653 - 0,05423754x
+ TEMPO d. TRA AC 20,207 0,9531 |y = 2,64735979 - 0,04372320x
+ TEMPO d. TRA GP 23,275%| 08766 |y =2,72078821-0,04592357x
* TEMPO d. TRA CfA 40,02%% 0,9908 |y = 3,47557154 - 0,06 15940 24x%
% TEMPO d. TRA ANT 46,63%%| 0,9985 | y = 3,51887974 - 0,0664290 1
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Anexo 5. Area superficial das vilosidades do intestino do CAPITULO Il

Tratamentos 14 dias 28 dias 42 dias
Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo
30 58680,8 ab 50013,8 a 36654,5 a 323457,4 270410,9 2378119 426169,4 332924 .4 311972,9
45 72550,4 a 35056,4 ab 32113,3 ab 310199,8 278818,6 222275,0 477634,2 344819,7 352563
60 66253,9 ab 37720,5 ab 32496,7 ab 337547,9 246690,8 159220,7 467449,6 423916,7 332405,7
CN 51837,9 b 34548,9 ab 28058,3 ab 480158,3 295751,8 252392,9 486961,9 332898,5 280027,0
CP 63268,9 ab 30606,5 b 26306,3 b 395713,6 314685,2 204999,3 439838,1 377351,2 336818,3
TestF 3,07 2,87 3,75 2,42 0,81 1,70 0,29 1,43 0,58
Valor P 0,0494 0,0596 0,0263 0,0944 0,5404 0,2018 0,8805 0,2729 0,6806
*Medias seguidas de diferentes letras na coluna diferem significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
Anexo 6. Area superficial das vilosidades do intestino do CAPITULO Il
Tratamentos 14 dias 28 dias 42 dias
Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo Duodeno Jejuno lleo
30 58680,8 a 500013,8 a 36654,5 a 323457,4 270410,9 237811,9 426169,4 332924.,4 311972,9
Acido citrico 412258 b 341562 ab 43089,9 a 372429,7 2047251 179254,5 506747,3 306416,2 2459447
GalliPro 65147,8 a 34669,8 ab 26036,2 b 430146,5 247343,9 198990,1 574675,8 392676,2 283956,1
CN 51837,9 ab 34548,9 ab 28058,3 b 480158,3 295751,9 252392,8 486961,9 332898,5 280027,0
CP 632689 a 306065 b 26306,3 b 395713,6 314685,2 204999,3 439838,1 377351,2 336818,3
TestF 9,69 3,49 14,78 1,71 1,76 1,36 1,65 1,43 0,96
Valor P 0,0004 0,0331 <0,0001 0,200 0,1888 0,2934 0,2126 0,2731 0,4574

*Medias seguidas de diferentes letras na coluna diferem significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

118



